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!IAR: Arborización por intususcepción (del inglés “Intussuceptive Arborization”)  
IBR: Bifurcación por intususcepción (del inglés “Intussusceptive Branching”) 
IgG: inmunoglobulina 
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de dominio kinasa (del inglés Kinase Domain receptor)  (nombres alternativos de 
VEGFR2) 
Flt-1: tirosina del tipo Fms (del inglés “Fms like tyrosine”) (nombre alternativo de 
VEGFR1) 
LN: repeticiones Lin-12-Notch  
Mam: co-activador Mastermind (del inglés “co-activator Mastermind”) 
MEK: Proteína quinasa activada por mitógeno (del inglés “Mitogen-activated 
protein/Extracelular signal-regulated Kinase kinasel, also known as Mitogen-
Activated protein kinase kinase (MAP2K)  
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OCT: Medio óptimo para criocortes (del inglés “Optimal Cutting Temperature 
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P: Progesterona 
PBS: Tampón fosfato salino (del inglés “Phosphate Buffered Saline”) 
PCOS: Sindrome del ovario poliquístico (del inglés “Polycystic Ovarian Syndrome”) 
PECAM-1: molécula de adhesión plaqueto-endotelial1 (del inglés “Platelet 
Endothelial Cell Adhesion Molecule 1”) 
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PEST: dominio rico en prolina, glutamato, serina y treonina (del inglés “proline, 
glutamate, serine, and threonine rich domain”) 
PI3K: fosfoinositol 3 quinasa (del inglés “PhosphoInositide 3-Kinase”) 
PlGF: Factor de crecimiento placentario (del inglés “Placental Growth Factor”)  
PMSG: Gonadotropina sérica de yegua grávida (del inglés “Pregnant Mares Serum 
Gonadotropin”) 
P38MAPK: proteína quinasa activada por el mitógeno p38 (del inglés “P38-
Mitogen-Activated Protein Kinase”) 
Ratonas PROP: ratonas ovariectomizadas con reemplazo (suplementación)  de 
progesterona (del inglés “Progesteron- Replaced Overiectomized Pregnant mice”) 
SD: disostosis espondilocostal  (del inglés “Spondylocostal Dysostosis” 
SHO: síndrome de hiperestimulación ovárica  
TAD: dominio de transactivación (del inglés “Transactivation Domain”) 
TGF-beta: Factor de crecimiento transformante beta (del ingles “Transforming 
Growth Factor-Beta”) 
VEGF: Factor de crecimiento del Endotelio Vascular (del inglés “Vascular 
Endothelial Growth Factor”) 
UI: Unidades internacionales 
VEGFR1: Receptor 1 del Factor de crecimiento del Endotelio Vascular (del inglés 
“Vascular Endothelial Growth Factor 1”) 
VEGFR2: Receptor 2 del Factor de crecimiento del Endotelio Vascular (del ingles 
Vascular Endothelial Growth Factor 2) 
VPF: Factor de permeabilidad vascular (del inglés “Vascular Permeability Factor”) 
v/v: volumen/volumen 
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1.- INTRODUCCIÓN 
Los vasos sanguíneos son una compleja red de conductos tubulares que 
transportan sangre rica en oxígeno y nutrientes a través de todo el organismo. Se 
estima que si todos los vasos de un hombre adulto fueran puestos uno tras otro, 
darían la vuelta a la tierra dos veces. No es de extrañar por ello que tanto el 
proceso de crecimiento como el proceso de mantenimiento de estos vasos 
sanguíneos sea un mecanismo biológico fundamental, que puede causar 
importantes patologías si no funciona correctamente (DeWitt, 2010).  
1. Formación de los vasos sanguíneos 
Existen dos procesos de formación de vasos sanguíneos claramente 
diferenciados: la vasculogénesis y la angiogénesis (Hanahan, 1997).  
 
1.1. Vasculogénesis 
 
 Un prerrequisito esencial en el desarrollo embrionario de los vertebrados y 
por ende para el futuro crecimiento, regeneración y supervivencia del individuo 
adulto, es la formación de un sistema vascular funcional (Jin, 2005). En la primeras 
etapas del desarrollo embrionario, no hay vasos sanguíneos preexistentes, por lo 
que el sistema vascular se forma a partir de células precursoras endoteliales 
también conocidas como angioblastos (Schmidt, 2007). Estas células migran, 
mediante la regulación de varios mecanismos y señales. Una vez están en el lugar 
adecuado se diferencian en células endoteliales (CE) y colaboran en la formación 
de la red vascular primitiva del embrión (Ribatti, 2006). Durante mucho tiempo, se 
ha pensado que la vasculogénesis era un proceso limitado a la embriogénesis 
temprana. Sin embargo, recientes estudios han sembrado dudas al respecto 
(Ribatti, 2001; Vailhe, 2001). Parece ser que las CE responsables de la formación 
de las estructuras vasculares primitivas se diferencian del angioblasto pero que en 
adultos todavía puede exisitr vasculogénesis a partir en este caso de células 
endoteliales progenitoras como mesoangioblasto y células progenitoras 
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multipotentes en la médula ósea (Ribatti, 2006). Es evidentemente un tema 
controvertido y que dada su tangencialidad a los objetivos que perseguimos 
escapa del estudio de la presente tesis doctoral  
 
1.2. Angiogénesis: papel de los factores angiogénicos en el desarrollo 
de los vasos sanguíneos  
 
La angiogénesis consiste en la formación de vasos sanguíneos nuevos a 
partir de vasos pre-existentes (Zygmunt, 2003). Este proceso ocurre tanto en el 
embrión como en el individuo adulto, si bien en este último de una manera 
bastante restringida, como se comentará más adelante. Se han descrito al menos 
tres formas distintas de crecimiento por angiogénesis: 1) por elongación, 2) por 
intususcepción (“splitting”) y 3) por brotación o “sprouting” (Tahergorabi, 2012). 
 
1.2.1. Angiogénesis por elongación 
 
Este tipo de angiogénesis es poco común y por ende la información sobre ella 
es escasa. Se cree que la elongación (también denominada “widening”, es decir 
“ampliación”) es una remodelación de la estructura de los vasos sanguíneos 
preexistentes alrededor de los vasos (Risau, 1997), en la que simplemente 
aumentarían su tamaño, en respuesta a las demandas metabólicas de las células 
adyacentes. No se sabe bien en que téjidos u en que grado está presente este tipo 
de angiogénesis, si bien la elongación parece ser el mecanismo angiogénico 
principal en el endometrio en las fases proliferativas temprana y media/tardia del 
ciclo menstrual (Gambino, 2002).  
 
1.2.2. Angiogénesis por intususcepción (“splitting angiogenesis”) 
 
Este tipo de angiogénesis “por tabicación” es muy importante (junto con la 
angiogénesis por brotación o “sprouting”) y prepondera durante la formación de 
capilares. La intususcepción consiste en la formación de dos vasos sanguíneos a 
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partir de uno, el cual extiende parte de su pared capilar en su lumen y a 
continuación se divide en dos (Kurz, 2003). Este tipo de angiogénesis fue 
descubierta en la rápida expansión de los capilares pulmonares que ocurre 
postnatalmente en modelos de rata (Burri, 1990). Se conocen 3 tipos diferentes: 1) 
IMG (crecimiento microvascular por intususcepción, del inglés “Intussusceptive 
Microvascular Growth”), 2) IAR (arborización por intususcepción, del inglés 
“Intussuceptive Arborization”) y 3) IBR (bifurcación por intususcepción, del inglés 
“Intussusceptive Branching”). Con estos 3 tipos de intususcepción se consiguen 
diferentes aspectos de la angiogénesis y del remodelamiento en los sistemas 
microvasculares. Mediante IMG se puede expandir un plexo capilar y producir una 
gran superficie endotelial, sin alterar la dimensión o identidad capilar. La IAR 
puede generar vasos a partir del plexo capilar cambiando sus dimensiones, 
posición e identidad, influenciando la densidad de la red capilar de abastecimiento. 
Por ultimo, la IBR es capaz de modular la posición y el diámetro en los puntos de 
ramificación en microvasos más grandes, de este modo puede influir en las 
propiedades de transporte pre y post-capilares. Esto tiene gran relevancia en la 
eficiencia del transporte de sustancias por parte de los microvasos. Hay que tener 
presente que ninguno de estos 3 modos de angiogénesis por intususcepción 
requiere de una proliferación de CE, simplemente, ocurre por cambios en la 
morfología (grosor, esparcimiento, etc) de las CE, cuando la proliferación de estas 
esta descendiendo o es nula (Burri, 1990). 
 
1.2.3. Angiogénesis “clásica” o por brotación (“sprouting angiogenesis”) 
 
La angiogénesis por brotación o “sprouting”! es la más importante y 
mayoritaria, por lo que es la que ha sido descrita más ampliamente. Durante la 
totalidad de la presente tesis doctoral nos centraremos en ésta y a ella nos 
referiremos en lo sucesivo cuando mencionemos el término angiogénesis, a no ser 
que se indique lo contrario. 
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Consiste en la aparición de nuevos brotes vasculares (también denominados 
“sprouts”) a partir de vasos ya preexistentes (Williams, 2006) y es desencadenada 
por señales que ponen de manifiesto la necesidad de nuevos vasos sanguíneos. 
En este sentido tendríamos la hipoxia tisular, la acumulación de leucocitos, de 
células tumorales (Tamela, 2008), o la estimulación de hormonas como las 
gonadotropinas (Douglas, 2005) o esteroides (Douglas, 2009), como ejemplos de 
potenciales estímulos capaces de inducir el tipo de angiogénesis mencionado.  
 
La angiogénesis juega un papel crucial en la organogénesis y en el desarrollo 
embriónico y fetal (Drake, 2003), tanto para hacer llegar nutrientes y oxígeno a las 
células, como para la eliminación de sustancias de desecho (Carmeliet, 2003). 
 
Es muy importante el tener en cuenta que, en términos globales, a pesar de 
que el potencial angiogénico se mantiene durante toda la vida del individuo, una 
vez la vasculatura se ha establecido, el endotelio permanece mayormente 
quiescente en el adulto (Engerman, 1967; Hobson, 1984). En condiciones 
fisiológicas, solo en los órganos reproductores, ovarios y útero la angiogénesis es 
activa y regulada hormonalmente (Smith, 1998). La angiogénesis tiene, por ende, 
un papel fundamental en múltiples procesos relacionados con la función 
reproductiva, entre ellos: el desarrollo folicular, la ovulación, la formación del 
cuerpo lúteo (CL), la liberación de progesterona (P), el crecimiento endometrial, su 
regresión y reparación durante el ciclo menstrual, así como en la formación de un 
tejido totalmente vascularizado requerido para la implantación del embrión (la 
decidua) y posterior crecimiento del mismo (placentación) durante el embarazo 
(Fraser, 2000; Charnock-Jones, 2004; Fraser, 2005; Girling, 2005). Otras 
situaciones fisiológicas en las que se activa la angiogénesis en el adulto ocurren 
como respuesta a heridas que necesitan reparación (“wound healing”). La 
angiogéneis también se induce en procesos patológicos, como en tumores y en la 
retinopatía diabética (Kirsner, 1993; Clark, 1993; Folkman, 1993). Cabe mencionar 
que insuficiencias o deficiencias en la angiogénesis pueden derivar en otras 
patologías como problemas coronarios, así como una mala circulación y muerte 
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tisular causada por un inadecuado crecimiento de los vasos sanguíneos (DeWitt, 
2010).! Esto evidencia pues que tanto el exceso como la deficiencia en la 
angiogénesis pueden ser nocivos. 
El proceso angiogénico consta de cinco pasos secuenciales que permiten la 
adecuada neo-formación de vasos (Dufraine, 2008) tales como: 1- degradación de 
la matriz extracelular, 2- desarrollo y elongación del endotelio activado, 3- 
migración y proliferación, 4- formación del tubo vascular, 5- maduración a través 
del reclutamiento de pericitos (Fig. 1A). Durante las primeras fases, el crecimiento 
del vaso, viene guiado, por los filopodios. Se trata de unas proyecciones 
citoplasmáticas alargadas y delgadas que se extienden desde el extremo de las 
CE en migración y que parecen orientarse en respuesta a gradientes de factores 
de crecimiento que reconocen gracias a receptores de membrana en su superficie 
(Fig. 1B).! 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Proceso angiogénico. A) Pasos del proceso angiogénico. La angiogénesis comienza con la 
degradación de la matriz extracelular, seguida por la elongación de las CE activadas, así como de su 
A) 
B) 
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migración y proliferación. El proceso de maduración se completa con el reclutamiento de pericitos 
(músculo liso) (Dufraine, 2008). B) Esquema general del proceso en el cual se pone de manifiesto la 
presencia de filopodios en las CE del frente del vaso sanguíneo en crecimiento, estructuras que 
detectan señales angiogénicas presentes en el medio y guían el crecimiento del vaso 
(http://omegagenesis.com/).  
 
Debido a que la angiogénesis es un proceso tan crucial, es esperable que 
esté regulado de una manera muy fina y estructurada, con el fin de garantizar que 
todos los pasos del proceso se produzcan correctamente y no haya una 
desregulación funcional. En primer lugar, la proliferación de los vasos sanguíneos 
debe de estar controlada, ya que la densidad de estos debe ser la adecuada. La 
proliferación y el crecimiento de los vasos sanguíneos se modula tanto por 
factores que promueven la angiogénesis, como factores que la inhiben, lo que se 
conoce como “balance angiogénico”. Una angiogénesis exitosa requiere de un 
correcto balance de ambos tipos de factores (DeWitt, 2010). Además los vasos 
sanguíneos deben de ser totalmente funcionales, es decir deben tener un lumen 
que permita la circulación de la sangre a través de ellos sin interrupciones, 
escapes o cualquier otra anormalidad. Así pues deben confluir en perfecta 
armonía y sincronía toda la serie de mecanismos que forman parte del proceso 
angiogénico.  
 
En este sentido, en la última década, se han hecho grandes avances en la 
identificación de factores de crecimiento involucrados en la regulación del 
desarrollo de los vasos sanguíneos tales como, las angiopoietinas (Ang) 1-4 
(Yancopoulus, 2000), efrinas (Adams, 1999), EG-VEGF (Factor de crecimiento del 
endotelio vascular derivado de glándulas endocrinas, del inglés “Endocrine Gland-
derived Vascular Endotelial Growth Factor”) TGF-beta (Factor de crecimiento 
transformante beta, del inglés “Transforming Growth Factor Beta”) y posiblemente 
FGF (factor de crecimiento de fibroblastos, del inglés “Fibroblast Growth Factor”) y 
sus respectivos receptores (Hoeben, 2004; Roskoski, 2007).  
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De entre las muchas familias de factores angiogénicos descritas, quisiéramos 
destacar dos por su papel primordial y preponderante en la regulación de los 
fenómenos angiogénicos. Por un lado está la familia VEGF, cuyos miembros 
poseen un marcado carácter pro-angiogénico (es decir, promueven la formación 
de vasos sanguíneos). Por otro lado la familia Notch, la cual está compuesta por 
miembros cuya función es moduladora y/o represora del proceso angiogénico. 
 
 1.2.3.1. El sistema VEGF en la regulación de la angiogénesis 
  
 1.2.3.1.1. Ligandos VEGF: VEGF-A 
 
La familia VEGF en humanos está compuesta por 5 miembros: VEGF-A, 
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y el factor de crecimiento placentario (“Placental 
Growth Factor”, PlGF) (Ferrara, 2004). Cada una de estas proteínas contiene una 
secuencia de señalización que es añadida durante la biosíntesis. Además, un 
“corte” (“splicing”) alternativo de sus correspondientes pre-mRNAs genera múltiple 
isoformas de VEGF-A (VEGF-A110, VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-A148, VEGF-A165, 
VEGF-A183, VEGF-A189 y VEGFA206), VEGF-B (VEGFB-167 y VEGFB-186) y PlGF 
(PlGF-1, PlGF-2 y PlGF-3) (Hoeben, 2004) (Fig. 2). VEGF-B, VEGF-C y VEGF-D, 
aunque presentan cierta actividad proangiogénica (en embriogénesis temprana) 
(Shibuya, 2011) se relacionan principalmente con la linfoangiogénesis (Mäkinen, 
2001) razón por la cual no son objeto de esta tesis. La forma activa de VEGF-A es 
un homodímero y las diferentes isoformas aparentemente presentan la misma 
actividad biológica a la hora de inducir la proliferación celular (Houck, 1992). El 
VEGF-A se conoce como VEGF o factor de permeabilidad vascular (VPF) (Senger, 
1983; Ferrara, 1989) y está codificado por el gen VEGF-A, el cual está ubicado en 
el cromosoma 6 (ep12; Wei, 1996). El VEGF-A es el principal miembro implicado 
en los procesos angiogénicos, y por ende el de nuestro interés.  
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Fig. 2. Estructura de los genes codificantes de VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C y VEGF-D. El VEGF-A 
consiste en 8 exones que dan lugar a 7 isoformas distintas, de 121, 145, 165, 183, 189 y 206 aas 
debido a un proceso de “splicing” alternativo. La isoforma de VEGF-A de 110 aas se produce por rotura 
proteolítica. VEGF-B existe en 2 isoformas de 167 y 186 aas. VEGF-C y VEGF-D son producidos por 
procesos proteolíticos en sus respectivas pro-proteínas. Todos los miembros de la familia VEGF 
presentan un dominio VEGF con una homología altamente conservada, codificada en los exones 1 a 5 
(Hoeben, 2004).    
 
El VEGF-A, en lo sucesivo VEGF, es una glicoproteína dimérica de unos 34 a 
45 KDa (Fig. 3). Se trata de una citoquina multifuncional (Senger, 1993) la cual fue 
aislada por primera vez a partir de las proteínas secretadas en las pequeñas 
venas hiperpermeables a moléculas que rodean los tumores (Senger, 1983).  
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Fig. 3. Representación de la estructura del dominio de unión al receptor de VEGF. Los elementos 
de estructura secundaria de uno de los monómeros están etiquetados del siguiente modo: α1 (residuos 
16–24), β1 (27–34), α2 (35–39), β2 (46–48), β3 (51–58), β4 (67–69), β5 (73–83), β6 (89–99) and β7 
(103–105). Uno de los monómeros del dímero está representado en color azul y el otro en rojo; los 
puentes disulfito están representados en blanco y los átomos de azufre en amarillo. El término de 
ambos monómeros están también marcado; los asteriscos indican el fin del monómero rojo (Muller, 
1997).  
 
El VEGF, cuando actúa sobre células endoteliales en cultivo, es capaz de 
inducir cambios en la morfología (Senger, 1993), división, proliferación (Connolly, 
1989; Whelan, 2000), y migración celular (Ferrara 1992). Además incrementa la 
permeabilidad vascular (PV) con un valor 1000 veces superior al de la histamina 
(Feng, 1996), agente vasoactivo por excelencia. También se ha constatado que el 
VEGF altera la expresión génica en CE (Pepper, 1992) e induce angiogénesis in 
vivo (Leung, 1989; Ferrara, 1997; Whelan, 2000). 
 
Además la bioactividad de VEGF también es regulada por un procesamiento 
proteolítico. Este mecanismo es esencial para determinar la interacción con sus 
respectivos receptores y co-receptores, determinando por ende, su función 
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(Olsson, 2006). La isoforma más corta, la de 121 aas, es la más soluble (Park, 
1992). Sin embargo, en la mayoría de los casos, la isoforma más abundante es la 
de 165 aas (Li, 1995; Ferrara, 1997).  
 
Se sabe que el VEGF promueve la mitosis y la supervivencia de las CE 
(Ferrara, 1989; Gerber, 1998), a la vez que promueve la movilidad de éstas y de 
los monocitos (Waltenberger, 1994; Gerber, 1998). Además, el VEGF promueve 
de manera selectiva y reversible la permeabilidad del endotelio al plasma y a las 
proteínas plasmáticas sin causar daños (Keck, 1989). Todas estas características 
son necesarias para el proceso angiogénico tal y como se observa en modelos in 
vivo (Folkman, 1987; Klagsbrun, 1991; Folkman, 1992). El VEGF como cabría 
esperar está implicado en el inicio y mantenimiento de la angiogénesis durante el 
desarrollo embrionario (Millauer, 1993) y también en los tejido reproductivos 
adultos que precisan fenómenos de angiogénesis cíclica como son la 
regeneración del endometrio (Charnock-Jones, 1993; Torry, 1996) la formación de 
folículos y CL maduros en el ovario (Ravindranath, 1992) y la formación de la 
decidua (Douglas, 2009). Del mismo modo, tal y como cabría esperar, este factor 
también está implicado en procesos patológicos que requieren angiogénesis, tales 
como el desarrollo de la vascularización en  tumores (Kim, 1993) y en nódulos 
endometrióticos (MacLaren, 1996) sin olvidar su papel como inductor de 
hiperpermeabiliidad en el síndrome de hiperestimulación ovárica (SHO) (Gómez, 
2003).   
 
En resumen, como factor angiogénico por excelencia, el VEGF refleja las 
generalidades en cuanto a los estímulos que antes hemos identificado como 
inductores de la angiogénesis. Así pues fenómenos que ponen de manifiesto la 
necesidad de nuevos vasos sanguíneos tales como la hipoxia, la acumulación de 
leucocitos, de células tumorales (Tamela, 2008), o la estimulación de hormonas 
como las gonadotropinas (Douglas, 2005) o esteroides (Douglas, 2009) son 
susceptibles de aumentar la concentración de VEGF en cualquier estructura del 
cuerpo humano en cualquier momento. 
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1.2.3.1.2. Receptores de VEGF: VEGFR2 
 
Los receptores de la familia VEGF son miembros de la superfamilia de los 
receptores tirosina quinasa (RTK, “Receptor Tyrosine Kinase”) y pertenecen a la 
misma subclase que los receptores para los factores de crecimiento derivados de 
plaquetas (PDGF, “Platelet-Derived Growth Factors”) (Olsson, 2006).  
 
Los receptores de VEGF están compuestos por un dominio extracelular de 
unos 750 aas, el cual está organizado en 7 dominios inmunoglobulina. El dominio 
extracelular es seguido por una región transmembrana simple, un dominio 
yuxtamembrana, un dominio tirosina quinasa (con 4 diferentes sitios de 
fosforilación), el cual es interrumpido por un inserto quinasa y una cola C-terminal. 
Existen 3 tipos distintos de receptores de VEGFR (VEGFRx): VEGFR1 (flt-1), 
VEGFR2 (KDR, flt-2) y VEGFR3 (flt-4). El gen que codifica para VEGFR1 en 
humanos está ubicado en la región cromosómica 13q12-13 (Shibuya, 1990). El 
que codifica para VEGFR2 está localizado en la región cromosómica 4q11-q13 
(Matthews, 1991; Sait, 1995) y VEGFR3 en 5q33-qter, (Aprelikova, 1992; 
Armstrong, 1993). VEGFR1 es un regulador positivo de la migración de monocitos 
y macrófagos y además ha sido descrito como un regulador positivo o negativo de 
la capacidad de señalización de VEGFR2. La regulación negativa se consigue, al 
menos en parte, por una forma alternativa de VEGFR1, obtenida por “splicing” 
alternativo. Esta forma es soluble y tiene la capacidad de unirse al VEGF libre, 
evitando su unión al VEGFR2 (Olsson, 2006). Las distintos miembros de la familia 
VEGF tienen diferente afinidad por los diferentes receptores de la familia, como 
trata de ilustrar esquemáticamente la figura 4. 
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Fig. 4. Receptores del VEGF. Los diferentes tipos de VEGF presentes en mamíferos se unen a los 3 
VEGFR tirosina quinasa que a su vez se organizan en forma de homo o heterodímeros. El pre-
procesamiento proteolítico de VEGF C y D permite su unión a VEGFR2 (Olsson, 2006). 
 
 En términos generales el VEGFR1 parece estar principalmente implicado 
en el mantenimiento de la estabilidad y quiescencia del endotelio vascular más 
que en procesos de inducción angiogénica por lo que no es objeto de estudio en 
esta tesis. Del mismo modo, el VEGFR3, que es importante en el desarrollo 
linfático-endotelio-celular y en su correcta función tampoco es por su limitada 
acción objeto de esta tesis. El VEGFR2 en cambio está implicado en promover el 
proceso angiogénico en el endotelio vascular en respuesta a VEGF y resulta de 
interés para los objetivos de la presente tesis doctoral.  
 
1.2.3.1.3. Mecanismo de señalización a través de VEGFR2 en la 
transducción del estímulo angiogénico 
 
Las vías de señalización intracelular gobernadas por el VEGF no se conocen 
totalmente (Hoeben, 2004). La unión de VEGF a VEGFR2 resulta en la 
fosforilación de los siguientes residuos de tirosina: Tyr951 y Tyr996, los cuales 
están presentes en el dominio inserto-quinasa; Tyr1054 y Tyr1059, presentes en el 
dominio quinasa y Tyr1175 y Tyr1214 en la cola C-terminal (Hoeben, 2004). Una 
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vez el ligando se une al receptor se inicia una cascada de señalización que iniciará 
el proceso angiogénico (Hoeben, 2004). Pero esta vía puede tomar varios caminos 
(Fig. 5) dependiendo de cual de las tirosinas intracelulares se fosforile. 
 
La autofosforilazción de Tyr951 crea un sitio de unión a proteínas asociadas 
al VEGF (Wu, 2000) y la de Tyr1175 crea un sitio de unión para Sck (proteína tipo 
Shc, del inglés “Shc-like protein”) (Warner, 2000) y para la fosfolipasa Cγ1 (PLCγ1) 
(Takahashi, 2001). La unión de PLCγ1 activa la proteína quinasa, la cual activa a 
Ras (el cual codifica unas proteínas implicadas en una gran variedad de rutas de 
transmisión de señales celulares que controlan diferentes fenómenos: como la 
integridad del citoesqueleto, proliferación, diferenciación, adhesión y migración 
celular y la apoptosis). Esta vía induce la activación de la vía extracelular regulada 
por quinasas (Erk) [proteina quinasa activada por mitógeno (MAPK) p42/44]. Erk 
puede translocarse al núcleo donde fosforilará y activará factores de transcripción, 
incluyendo c-Jun induciéndose la transcripción inmediata del gen c-fos (Mazure, 
1997; Rak, 2000).  
 
VEGFR2 también activa por un lado la vía PI3K, incrementándose por ende 
los niveles del lípido fosfatidilinositol (3,4,5) P3, llevando a la activación de la 
proteína quinasa B (Akt/PKB), la sintasa de óxido nítrico endotelial y una pequeña 
proteína GTP de unión a Rac. Akt/PKB inhibe al promotor homólogo de la célula B 
del linfoma 2 (Bcl-2) asociada a muerte celular y la caspasa, promoviendo la 
supervivencia celular (Gerber, 1998). La sintasa de óxido nítrico endotelial produce 
óxido nítrico, el cual provocará un aumento en la permeabilidad vascular y en la 
migración celular (Fulton, 1999) (Fig. 5).  
 
Por otro lado, además, VEGFR2 puede activar la vía de la p38MAPK, la cual 
promoverá la migración de las CE (Rousseau, 1997) (Fig. 5).  
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Fig. 5. Unión del ligando VEGF al receptor VEGFR2, fosforilzación y transducción de señales. 
Los dominios intracelulares del dímerizado y activado VEGFR2 son mostrados junto con los sitios de 
fosforilación indicados con números. La R resaltada con un círculo indica que el uso de ese sitio de 
fosforilación está regulado por el estado angiogénico de la CE. Los cuadrados azules oscuro en las 
moléculas del receptor indican la posición de los residuos de tirosina. La unión de moléculas de 
señalización (óvalos azul oscuro) a determinados sitios de fosforilación (números en recuadro), inician 
las cascadas de señalización (óvalos azul claro), las cuales llevan al establecimiento de las respuestas 
biológicas específicas (recuadros azul claro). El modo de inicio de algunas cadenas de señalización es 
desconocido (flechas discontinuas). Los procesos biológicos finales acoplados al receptor están 
indicados en el recuadro marrón (vasculogénesis y angiogénesis). DAG, diacilglicerol; eNOS (sintasa 
de óxido nítrico endotelial, del inglés, “Nitric Oxide Synthase”); FAK, (quinasa de adhesión focal, del 
inglés “Focal Adhesion Kinase); HSP27, proteína 27 de shock térmico, del inglés, “Heat-Shock Protein-
27”; MAPK, quinasa activada por mitógeno, del inglés “Mitogen-Activated Protein Kinase”; MEK, MAPK 
y ERK quinasa; PI3K, quinasa del fosfatidilinositol 3´; PKC, proteína quinasa C, del inglés “Protein 
Kinase C”; PLCγ, fosfolipasa C-γ, del inglés “PhosphoLipase C”; Shb, SH2 y células-β; TSAd, 
adaptador específico de células T, del inglés “T-cell-Specific Adaptor” (Olsson, 2006). 
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 1.2.3.2. La vía Notch en la regulación de la angiogénesis  
 
 1.2.3.2.1. Vía Notch 
 
Uno de los retos dentro del campo de la biología del desarrollo es entender 
como se forman los tejidos (compuestos por gran número de células), los órganos 
y al final los individuos completos (Fortini, 2009). Se trata lógicamente de un 
complejísimo proceso, en el cual cabría esperar que múltiples vías de señalización 
estuvieran implicadas. Sin embargo, estudios llevados a cabo en los últimos años 
sugieren que, la mayor parte de estos procesos están controlados por un 
relativamente pequeño número de vías de señalización. Estas incluirían a Notch, 
Ras, Hedgehog, Wnt, TGFβ y JAK/STAT, entre otras (Fortini, 2009). Todas estas 
vías están ampliamente conservadas en el reino animal y cooperan en el 
desarrollo de los diferentes tejidos que componen los organismos (Siekmann, 
2008).  
 La vía Notch de nuestro interés fue descubierta y bautizada como tal en 
1916, al estudiar una mutación dominante ligada al cromosoma X en Drosophila 
melanogaster, que había sido descrita unos años antes (Morgan, 1916). Las alas 
de las moscas con la mutación presentan unas muescas (“Notches”) en los bordes 
debido a la ausencia de tejido (Fig. 6) (Morh, 1919; Radtke, 2003).  
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6. Ala de una D. melanogaster “wild type” (izquierda) y ala de una mosca mutante con 
pérdida parcial del gen Notch. Las muescas (“Notches”) están ausentes en las moscas “wild type”, 
pero son claramente visibles en el borde de las alas, este fenotipo ha dado nombre a los genes 
implicados: Familia Notch (“muesca”) (Radtke, 2003). 
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Sin embargo, hasta 1930 no se prestó atención al posible papel de Notch en 
el desarrollo. En este año se descubrió que la pérdida completa de la actividad del 
gen Notch era letal, debido a una hiperplasia en el sistema nervioso embrionario 
(Poulson, 1937). Durante la embriogénesis, en condiciones normales, solo un 25% 
de las células del ectodermo ventral adoptan un destino neuroblástico y dan lugar 
a linajes neuronales. El 75% restante, se diferencian en estructuras epidérmicas. 
En embriones Notch-deficientes, la mayor parte de las células ectodérmicas 
inmaduras seleccionan inapropiadamente el destino neuroblástico, produciendo 
una excesiva cantidad de neuronas a expensas de la epidermis (Poulson, 1937). 
Este fenotipo clásico de mutante de Notch revela una de las funciones centrales 
de la vía Notch: Notch controla el destino celular binario (“binary cell-fate 
decisions”) de células que en principio podrían desarrollarse en más de un tipo 
celular (Poulson, 1937). Además de esta función, la vía Notch está ampliamente 
involucrada en los patrones de interacción entre tipos celulares distintos, término 
acuñado como “cell-fate interactions” (Fortini, 2009). También controla el 
establecimiento de uniones tisulares y proliferación celular (Bray, 2006; Ehebeuer, 
2006), en una gran cantidad de tejidos, entre ellos el endotelio. De hecho, varios 
componentes de la vía Notch están expresados en altos niveles en la vasculatura 
(Shutter, 2000; Gale, 2004). 
 
El término vía Notch es también conocido como vía canónica Notch, para 
distinguirla de algunos modos anormales de señalización que han sido 
documentados (Fortini, 2009). En esta tesis, nos referiremos siempre a la vía 
canónica al hablar de Notch.  
 
1.2.3.2.2. Ligandos de Notch: Dll4 
 
Los ligandos de la vía Notch son proteínas de superficie formadas por un 
dominio de unión a Delta/Serrate/LAG2 (DSL) y un tándem múltiple de 
repeticiones de factor de crecimiento epitelial (EGF, “Epidermal Growth Factor”) en 
su dominio extracelular (Fig. 7). El dominio DSL junto con el dominio N-terminal 
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(NT) que lo flanquea y las dos primeras repeticiones de EGF son necesarias para 
que el ligando se pueda unir a su receptor (Parks, 2006). Los ligandos del receptor 
Notch en invertebrados son conocidos como Delta y Serrate para D. 
melanogaster, y LAG-1 en Caenorhabditis elegans. En D. melanogaster hay un 
solo gen Notch, codificando para dos tipos de ligandos: Delta y Serrate (Maine, 
1995) ubicado en el cromosoma 3 
(http://www.sdbonline.org/sites/fly/neural/notch1.htm). En humanos hay cinco 
genes dispuestos en cromosomas diferentes, que codifican para ligandos 
basándose en la homología estructural con los ligandos de Drosophila, Delta y 
Serrate: los ligandos de Notch en mamíferos se denominan Delta-like (Dll1, Dll3 y 
Dll4) y Serrate-like (Jagged-1 y Jagged-2) (Bray, 2006), conociéndose en conjunto 
como ligandos DSL (Delta-Serrate-Lag2). Los dos ligandos Serrate-like, Jagged-1 
y Jagged-2, poseen casi el doble de repeticiones EGF que los Delta-like, algunos 
de ellos con función desconocida (Weinmaster, 1997). Jagged-1 y Jagged-2 tienen 
una región adicional rica en cisteína (CR), la cual no se encuentra en ligandos 
Delta-like y con parcial homología al dominio tipo Factor Willebrand C (Vitt, 2001). 
La región intracelular de los ligandos DSL carece de una homología clara, excepto 
porque en la mayor parte hay múltiples residuos de lisina y un motivo C-terminal 
PDZ (Pintar, 2007), los cuales son requeridos para la señalización del ligando y su 
interacción con el citoesqueleto (Fig. 7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7. Estructura de los ligandos de Notch. DSL: cuadrados rayados; repeticiones EGF: cuadrados 
lisos. Los esquemas son a escala. NT, dominio N-terminal; DSL, dominio Delta/Serrate/LAG-2; EGF, 
INTRODUCCIÓN 
20 
factor de crecimiento epidermal; CR, región rica en cisteína; TM, dominio transmembrana; PDZL; 
motivo ligando PDZ (D´Souza, 2008). 
 
El ligando Dll4 está codificado por el gen DLL4 (cromosoma 15, 
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NR61) y forma parte de la familia de ligandos 
Delta y por ende, exhibe todas las características específicas de estos tipos de 
ligandos (Shutter, 2000) (Fig. 7). La región extracelular contiene 8 repeticiones tipo 
EGF, así como un dominio DSL el cual se encuentra conservado entre todos los 
ligandos Notch, y es necesario para la unión del receptor. Este ligando también 
contiene una región transmembrana y una cola citoplasmática sin regiones 
catalíticas. La ausencia de un dominio extracelular rico en cisteínas y la falta de 
inserciones entre las repeticiones tipo EGF claramente excluyen a este ligando de 
la familia de ligandos Jagged.  
 
Dll4 es expresado en muchos tejidos tanto embrionarios como adultos (bazo, 
corteza adrenal y nódulos linfáticos). También está expresado en ovario 
(Vorontchikhina, 2005) y en la formación de la decidua y de la placenta 
(Gasperowicz, 2013). Aunque su expresión suele ir asociada al endotelio (Shutter, 
2000). En la vasculatura su expresión se encuentra bastante restringida a arterias, 
arteriolas y capilares. Este ligando será en el que nos centraremos en la presente 
tesis doctoral. 
 
1.2.3.2.3. Receptores de tipo Notch: Notch-1 
 
Los genes  NOTCH también codifican una familia de receptores que median 
en eventos de señalización de corto alcance (Fiúza, 2007). Cuatro son los 
receptores Notch descritos en vertebrados: Notch-1, Notch-2, Notch-3 y Notch-4 
(Gallahan, 1987; Weinmaster, 1991; Kopan, 1993; Lardelli, 1993; Uyttendaele, 
1996). 
 
Notch son receptores transmembrana compuestos en su región extracelular 
de una serie conservada de hasta 36 repeticiones tipo EGF (“EGF-like”), 
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involucradas en la interacción con los ligandos y 3 repeticiones yuxtamembrana 
conocidas como repeticiones Lin-12-Notch (LN), las cuales modulan las 
interacción entre dominio extracelular y los dominios intracelulares anclados a la 
membrana (Wharton, 1985; Yochem, 1988). La región intracelular de Notch 
incluye 7 repeticiones de anquirina flanqueadas por señales de localización 
nuclear, una prolina, glutamina, serina, un dominio rico en treonina (PEST, 
“threonine-rich domain”) y un dominio de transactivacion (TAD, “Transactivation 
Domain”) (Fleming, 1998; Lubman, 2004) (Fig.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8. Estructura general de los receptores Notch. Notch está compuesto por hasta 36 repeticiones 
tipo EGF. Las repeticiones 11 y 12 son suficientes para mediar la interacción entre Notch y sus 
ligandos. Notch también contiene regiones ricas en cisteína, conocidas como repeticiones Lin-12, las 
cuales están muy próximas a los dominios de heterodimerización, que unen de una manera no 
covalente el Notch extracelular con el Notch intracelular anclado a membrana. En su parte intracelular, 
Notch presenta una región denominada RAM, seguida de repeticiones de anquirina, un dominio TAD y 
uno PEST. El dominio PEST está involucrado en la degradación de Notch (Fiúza, 2007).  
 
En mamíferos, los cuatro receptores Notch (Notch-1-4) presentan estructuras 
parecidas entre sí, con diferencias esenciales en las porciones extracelular y 
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citoplásmica. Los receptores Notch-1 y 2 contienen 36 repeticiones tipo EGF en 
sus dominios extra celulares, mientras que Notch-3 contiene 34 y Notch-4 
solamente 29. A nivel del dominio intracelular se pueden observar las siguientes 
diferencias: Notch1 contiene un dominio de TAD, mientras que en Notch-2 su TAD 
es débil y en Notch-3 y 4 no está presente (Radtke, 2003).  
 
Los diferentes receptores Notch cumplen diversas funciones. Notch-1 en 
humanos está codificado en el cromosoma 9 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4851) y se expresa ampliamente en muchos 
tejidos, incluyendo el corazón y las CE vasculares (Krebs, 2000). También está 
expresado en ovario (Vorontchikhina, 2005) y recientemente se ha identificado 
como implicado en la formación de la decidua, de la placenta (Gasperowicz, 2013) 
y en las CE de la vasculatura embrionaria (Franco del Amo, 1992). Debido a su 
papel en la respuesta angiogéncia a VEGF (Liu, 2003) este receptor es objeto de 
estudio en la presente tesis. 
 
1.2.3.2.4. Mecanismo de transducción de Notch-1, tras interacción con 
Dll4 en la modulación de la angiogénesis 
 
La interacción de Notch con sus ligandos dista bastante de la visión clásica en 
la que un ligando soluble como por ejemplo VEGF puede actuar localmente o bien 
viajar por el torrente sanguíneo hasta unirse a su VEGFR2 de forma endocrina. 
No, en el caso de Notch, tanto los ligandos como los receptores Notch están 
anclados a la membrana celular, por lo que la señalización se limita a células 
vecinas. Esta limitación espacial no es óbice para que el sistema Notch no pueda 
regular el destino celular en múltiples linajes celulares (Bray, 2006; Ehebeuer, 
2006; Ehebeuer, 2006; Lubman, 2007). 
 
La señalización de la vía Notch se inicia cuando el dominio extracelular del 
receptor se une a un ligando de una de las células adyacentes (vecinas). Una de 
las características más importantes de Notch, es que actúa a la vez, como 
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receptor transmembrana y como factor de transcripción (Fiúza, 2007). En la 
superficie celular, Notch interacciona con su ligando [Delta-like o Serrate-like 
(Jagged)] expresados en células contiguas (Fehon, 1990). Esta interacción 
ocasiona la liberación del ectodominio y exposición de un sitio extracelular de 
unión a metaloprotesa (sitio S2), el cual es susceptible de rotura por proteasas 
transmembrana de la familia ADAM/TACE (una desintegrina y 
metalopeptidasa/enzima convertidora del factor de necrosis tumoral α) (Mumm, 
2000; Nichols, 2007). Como resultado de este procesamiento, lo que queda del 
fragmento Notch anclado a la membrana sufre una rotura S2 y dos roturas más 
intramembrana (S3/S4) mediante un complejo γ-secretasa (Kopan, 1996; 
Schroeter 1998, Olfe, 2006). El dominio intracelular (NICD, del inglés “Notch 
Intracelular Domain”), es entonces liberado y translocado al núcleo celular donde 
regula la expresión génica activando represores transcripcionales (CSL, CBF1, 
SU(H) y Lag-2), convirtiéndolos en activadores transcripcionales (Dufraine, 2008), 
expresándose por ende, los genes regulados por esta vía de señalización tal y 
como se explica en la figura 9.  
 
 
!
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. Mecanismos de señalización intracelular de la vía Delta/Notch. La unión del ligando Delta 
(rojo) de una célula al receptor Notch (azul) en otra célula resulta en dos escisiones proteolíticas del 
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receptor. Las metaloproteasas ADAM10 o TACE (negro) catalizan la escisión S2, generando un 
sustrato que sufrirá la escisión S3/S4 por el complejo γ–secretasa (marrón). Este proceso catalítico 
finaliza con la liberación del dominio intracelular de Notch (NICD), el cual entra al núcleo e interactúa 
con la proteína de unión a DNA CSL (CBF1, Su(H) y LAG-1) (azul claro). El co-activador Mastermind 
(Mam, naranja) y otros factores de transcripción son reclutados por el complejo CSL, mientras que los 
co-represores (Co-R, marrones) son liberados (Fiúza, 2007). Nota: la vía de señalización que se 
muestra en la figura es la iniciada por un ligando Delta-like, sería extrapolable a los ligandos Serrate-
like (Jagged).  
 
 Si centramos nuestra atención en la vasculatura, constatamos que los 
miembros de la vía Notch (tanto los receptores como los ligandos) son críticos 
para la formación correcta de todo el sistema vascular (Iso, 2003). De hecho, 
“knock-outs” globales de Notch-1 o de Notch-1 y Notch-4 simultáneos, mueren en 
estadios embrionarios, debido a severos defectos vasculares (Krebs, 2000). Por 
otro lado, se ha visto en ratones también, que la haploinsuficiencia del gen del 
ligando Dll4 produce también una mortalidad embrionaria debida a defectos 
vasculares, similares a los observados en “knock-outs” de Notch-1 y Notch-4 
(Gale, 2004; Krebs, 2004). Resulta fascinante que la inducción de expresión 
ectópica de Dll4 en endotelio en ratones resulta también en letalidad embrionaria, 
debida también a defectos vasculares (Uyttendaele, 2001). Estos datos 
complementarios ponen de manifiesto cuan importante e indispensable es el fino 
ajuste del volumen de señalización a través de vía Notch para el desarrollo 
vascular durante la embriogénesis en mamíferos. Mediante la 
activación/inactivación de Dll4 en ratones adultos se ha podido constatar así 
mismo que la adecuada señalización a través de Notch también es importantísima 
para la correcta angiogénesis postnatal (Dufraine, 2008; Hellstrom, 2007; 
Noguera-Troise, 2006; Suchting, 2007; Thurston, 2007; Thurston, 2008). Parece 
pues que Notch juega un papel esencial en la regulación de la diferenciación y en 
la angiogénesis (Dufraine, 2008). Especialmente, Notch-1 y Dll4, los cuales 
presentan una fuerte expresión en la vasculatura (Shutter, 2000) como se ha 
mencionado anteriormente. 
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1.2.3.3. Interacción de las vías de señalización VEGF/VEGFR2 y 
Dll4/Notch en la regulación de la angiogénesis   
 
Desde hace poco años, está consolidándose la idea de que Notch 
coordina la angiogénesis mediada por VEGF (Thurston, 2007; Siekmann, 2008; 
Phng, 2009) modulando sus acciones, si se me permite el símil, de modo parecido 
a como se regularía la tensión eléctrica a nivel doméstico. Esto es una oleada de 
alta y variable tensión en la red externa, es modulada y regulada por un 
estabilizador de tensión eléctrica para que esta no resulte dañina a los aparatos. 
Así pues en la modulación del “balance angiogénico”, necesario para la correcta 
formación de los vasos sanguíneos, el factor iniciador sería el VEGF y el factor 
sintonizador/modulador (inhibidor) sería Notch. En este sentido se sabe que la vía 
de señalización Notch está implicada de manera directa e indirecta en la 
regulación de una cohorte de genes involucrados en la angiogénesis, incluyendo 
los receptores VEGF (Suchting, 2007; Taylor, 2002; Harrington 2008) y EfrinaB2 
(Shawber, 2003; Duarte, 2004; Carlson, 2005; Iso, 2006).  
 
 Para explicar como la vías VEGF y Notch interactúan para controlar el 
proceso angiogénico se ha estudiado exhaustivamente la angiogénesis que ocurre 
en la retina postnatal (Suchting, 2008; Hellstrom, 2007; Lobov, 2007). Dichos 
estudios han dado lugar a la hipótesis del fenotipo tip/stalk. Esta hipótesis refina 
nuestro entendimiento de la función de Notch en la angiogénesis dependiente de 
VEGF. Esta hipótesis establece la presencia de dos tipos diferentes de CE: la 
células “tip” y las células “stalk” (Suchting, 2008; Hellstrom, 2007; Lobov, 2007). 
Esta jerarquía celular es necesaria para evitar el crecimiento y proliferación caótica 
de las CE y por ende de los vasos sanguíneos en respuesta a la señal pro-
angiogénica de VEGF (Gerhardt, 2000). 
 
 Las células “tip” están presentes en el frente del vaso sanguíneo en 
crecimiento, y expresan la maquinaria proteolítica necesaria para la migración e 
invasión. Son de hecho células con gran capacidad migratoria como ponen de 
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manifiesto la presencia de filopodios. Las células “stalk”, más numerosas, son por 
el contrario las únicas que proliferan y poseen capacidad de formación de lúmen. 
Además de estas diferencias morfológicas y funcionales, las células “tip” y “stalk” 
presentan diferentes perfiles de expresión génica. El fenotipo de estos dos tipos 
células es regulado por diversos factores y vías de señalización. Actualmente es 
ampliamente aceptado que durante el brote angiogénico las vías VEGF y Notch 
interaccionan para “decidir” que células asumen el rol/fenotipo “tip” y cuáles en 
“stalk” (Jakobsson, 2010). La distribución espacial en gradiente del VEGF regula la 
forma del brote, dirigiendo por un lado la migración de las células “tip” y por otro 
lado determinando la proliferación de las células “stalk” (Gerhardt, 2008). El 
estímulo de VEGF provoca un aumento en la expresión de Dll4 en las células “tip”  
(Fig. 10). El ligando Dll4, a su vez, activa la señalización de Notch-1 presente en 
las células “stalk” para inhibir la adquisición del fenotipo de célula “tip” en ellas. 
Jagged1 a su vez, es expresado en las células “stalk” y antagoniza con la 
activación mediada por Dll4 para incrementar el número de células “tip” y 
promover el brote o “sprouting” de los vasos sanguíneos (Benedito, 2009). 
!  
Fig. 10. Señalizacion Notch en la angiogénesis. La respuesta a los niveles en gradiente de VEGF 
induce la expresión de Dll4 en las células “tip”. Dll4, a su vez, activa la vía Notch en las células “stalk”, 
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esto reduce la sensibilidad de las células “stalk” a la estimulación de VEGF y por ende suprime el 
fenotipo “tip” en estas células. A su vez, Jagged1 antagoniza con la activación mediada por Dll4 de las 
células “stalk” para incrementar el numero de células “tip” y promueve el brote o “sprouting” de los 
vasos sanguíneos.  
 
 De esta forma, las vías VEGF y Notch colaboran estrechamente para 
especificar el fenotipo tip/stalk en las CE de los brotes angiogénicos. Bajo el 
estímulo de VEGF las CE de los vasos se activan y compiten por obtener la 
posición de célula “tip”, en esta competición la señalización a través de Dll4/Notch 
es esencial (Jakobsson, 2010). La señalización de Notch actúa como 
retroalimentación negativa sobre la señalización de VEGF, de forma que en esta 
batalla por “el liderazgo”, la CE que expresa más Dll4 que sus vecinas consigue el 
fenotipo “tip” (Krueger, 2011).  
 
 Análisis realizados en la vasculatura de la retina de ratones con mutación 
para los genes NOTCH han sido muy útiles para establecer el rol de Notch en la 
determinación del destino “tip” y “stalk”. Se ha observado que la disrupción génica 
de Dll4 lleva a la formación de una grandísima cantidad de vasos sanguíneos 
(“oversprouting”), resultando en una densidad vascular aumentada (Suchting, 
2007; Hellstrom, 2007; Lobov, 2007; Tammela, 2008). Este aumento de la 
densidad vascular también se ha observado al inhibir la acción de Dll4 con 
anticuerpos bloqueantes en procesos tumorales (Ridgway, 2006; Noguera-Troise, 
2006). En el caso ratones deficientes en Dll4 (por mutaciones) también se observó 
una expansión de los marcadores de células “tip” en el frente del vaso, indicando 
una pérdida de la jerarquía tip/stalk. En la angiogénesis retinal, la actividad de 
Notch-1 en las células “stalk” es alta y la pérdida de esta ya sea por mutaciones o 
por la administración de inhibidores de la vía Notch (como el inhibidor de la γ–
secretasa) mimetiza el fenotipo observado en mutantes para Dll4 (Hellstrom, 
2007). Este hecho está en concordancia con observaciones realizadas que 
correlacionan la activación de la vía Notch con una reducción en el número de 
células “tip” en los puntos de ramificación de los vasos sanguíneos y aumento de 
la densidad vascular en retina (Hellstrom, 2007). Todos los datos expuestos, 
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apuntan a un rol de la señalización de Dll4 a través de Notch-1 en la diferenciación 
de CE en células “tip” o “stalk” y con la relación del número de células “tip” en el 
frente de los vasos sanguíneos en crecimiento (Kofler, 2011). 
 
1.3. Angiogénesis en los órganos reproductivos femeninos 
 
 La supervivencia de las especies depende de la estrecha colaboración del 
ovario y del útero. En el ovario, un ovocito confinado en un folículo en crecimiento, 
madura, al mismo tiempo que el folículo y se inicia la preparación de una capa en 
el útero necesaria para una posible implantación embrionaria. Después de que el 
ovocito maduro es liberado en la cavidad del folículo que albergaba el ovocito 
comienza una rápida y profunda transformación estructural, hasta convertirse en 
una estructura sólida y altamente vascularizada, el CL (Reynolds, 2000). Para ello 
se produce una activa angiogénesis en la que los vasos van creciendo, junto con 
células de la granulosa, rellenando una cavidad que hasta el momento estaba 
totalmente vacía. El CL así formado por células de la granulosa luteinizadas y 
altamente vascularizadas, empezará rápidamente a secretar P, hormona clave 
para inducir los cambios dinámicos que prepararán al útero para la implantación 
(Reynolds, 1994). Tras la fecundación en la trompa de Falopio, el embrión es 
transportado hacia el útero, de modo que cuando éste llega, el útero ya está 
preparado para que implante. Después de que el embrión se libera de la zona 
pelúcida que lo envuelve, proceso conocido como “hatching”, se adhiere a la capa 
especial del útero que se ha formado con anterioridad y se embebe en ella, esto 
provoca el inicio de un proceso conocido como decidualización, que dará lugar a la 
decidua (Cha, 2012; Kim, 2013)  Durante la decidualización se forman una gran 
cantidad de vasos sanguíneos por remodelación y crecimiento de los pre-
existentes (Douglas, 2009; Kim, 2013).  
 
 Existen clarísimas evidencias de que la angiogénesis que ocurre tanto en 
la formación de los últimos estadios del folículo, como en el CL (Ferrara, 1998 
Wulff, 2000; Zimmermann, 2001; Fraser, 2003) y en la decidua (Douglas, 2009) es 
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totalmente dependiente de VEGF/VEGFR2. De hecho el bloqueo de la señal 
VEGF/VEGFR2 temprana impide la formación de las mencionadas estructuras. Así 
mismo la inhibición de VEGF/VEGFR2 durante etapas más avanzadas del 
desarrollo de estas estructuras genera un fenotipo similar con interrupción del 
mismo y posterior destrucción de las estructuras formadas. Se asume pues que el 
sistema VEFG/VEGFR2 no es solo el iniciador sino el mayor contribuyente al 
desarrollo y mantenimiento de la angiogénesis en los órganos reproductivos. Si 
bien los componentes de la vía Notch están expresado tanto en ovario (durante la 
foliculogénesis y la formación del CL) (Vorontchikhina, 2005), como en la 
formación de la decidua y de la placenta (Gasperowicz, 2013). Se desconoce sin 
embargo si es que tienen algún papel modulador sobre la señalización de 
VEGF/VEGFR2 en estas estructuras. Utilizando una analogía con la sabiduría 
oriental si el “ying” de la angiogénesis (inducción de la formación de vasos 
sanguíneos) reproductiva es el VEGF actuando a través del VEGFR2 (Douglas, 
2009) sería interesante conocer si el “yang” (previniendo la formación excesiva de 
vasos sanguíneos) podría ser el Dll4 actuando a través de Notch-1 (Hellstrom, 
2007). El objetivo final no es otro que lograr un profundo conocimiento de la 
regulación de la angiogénesis ovárica y uterina que nos permita un mejor 
entendimiento del funcionamiento de estas estructuras. Más específicamente 
conocer la función de Notch en la angiogénesis en condiciones fisiológicas, en el 
ovario y en el útero podría ayudarnos a entender mejor el desarrollo de 
enfermedades reproductivas asociadas a defectos angiogénicos así como medios 
para manipular y mejorar la función reproductiva.  
  
1.3.1. Angiogénesis en el desarrollo folicular 
 
Los folículos son estructuras esféricas o globulares, las cuales contienen 
el ovocito, y constituyen la unidad fundamental funcional del ovario (Fig. 11). En 
los estadios iniciales del desarrollo folicular hay un pool de folículos primordiales, 
los cuales son estructuras sólidas  avasculares que contienen al ovocito en el 
centro y están rodeadas por 2 o 3 células precursoras de las células de la 
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granulosa (pre-granulosa) (Fig. 11). Desde el estadio secundario tardío hasta el 
preovulatorio la angiogénesis (Spanel-Borowski, 1987) ocurre en la capa más 
externa del folículo, la teca; cabe destacar, que conforme el folículo va 
desarrollándose va adquiriendo más capas celulares, por lo que en este punto es 
una estructura esférica compuesta por múltiples capas, con un hueco central 
relleno de líquido y donde se encuentra el ovocito. En las células de la granulosa 
se produce el VEGF en respuesta a las gonadotropinas, presentándose niveles 
altos de VEGF en el líquido folicular (Ferrara, 1992; Neulen, 1995; Shweiki, 1993; 
Wulff, 2001). Sin embargo, parece que los vasos sanguíneos se producen en el 
folículo por elongación (Gambino, 2002) y no por angiogénesis por brotación o 
“sprouting”. Este hecho está en consonancia con un trabajo reciente de Jovanovic 
y cols (2013), en el que observaron que la inhibición del ligando Dll4 con el 
anticuerpo bloqueante de Dll4 (YW152F) induce una desorganización poco 
relevante en la vasculatura funcional, que no tiene un efecto real en la 
foliculogénesis dependiente de gonadotropinas. Así pues no parece que la 
angiogénesis folicular sea un candidata susceptible a estar regulada por la 
inducción del fenotipo tip/stalk. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 11. Ciclo ovárico, fase folicular, ovulación y formación del CL. El ciclo se inicia cuando un 
folículo primordial comienza su maduración. El folículo avanza en el desarrollo: folículo preantral, antral 
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y preovulatorio. Una vez el folículo está maduro se rompe y el ovocito el liberado. Las células que 
quedan en el folículo dan lugar al CL (http://www.engormix.com/). 
 
1.3.2. Angiogénesis en la formación del cuerpo lúteo 
 
Como culminación al proceso ovulatorio, el ovocito es extruye del folículo 
continente dejando un hueco relleno de líquido. Durante el proceso conocido como 
luteogéneis, este hueco, se va rellenando de células de la granulosa de su 
alrededor. Estas proliferan desde la periferia y migran para formar una estructura 
compacta apoyada sobre una extensa red de fibrina primigenia/pionera sobre la 
que se asientan (Spanel-Borowski, 1987). Durante este proceso de colonización 
hacía el interior de CL se requiere un aporte de nutrientes que permitan el 
crecimiento y posterior mantenimiento de la estructura lútea. Puesto que el 
suministro de nutrientes que proporciona el anillo circular de vascularización de la 
teca no es suficiente, se inicia la producción de vasos sanguíneos que surgen a 
partir de la teca primigenia y crecen perpendicularmente a esta de manera 
concéntrica, recordando a los radios de una rueda (Spanel-Borowski, 1987; 
Garcia-Pascual, 2013). Este proceso es conocido como luteoangiogénesis o 
angiogénesis del CL. Es un crecimiento explosivo que ocurre en muy poco tiempo, 
mucho más rápido que los tumores más agresivos y que permite al CL 
completamente desarrollado, presentar la mayor densidad vascular de todos los 
órganos del cuerpo (Reynold, 1992). La luteoangiogéneis recuerda el proceso de 
neovascularización que ocurre en la retina de los ratones a los pocos días de 
nacer, con la diferencia de que el crecimiento vascular radial en la retina se origina 
de manera centrífuga, desde el centro de la misma hacia el exterior (Stahl, 2010) 
(Fig. 12). 
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Fig. 12. Comparativa del proceso angiogénico en retina de ratones recién nacidos y en CL en 
desarrollo de ratonas estimuladas hormonalmente. A) Imágenes ilustrativas del proceso 
angiogénico que ocurre en la retina avascular de los ratones recién nacidos, donde podemos ver los 
vasos sanguíneos en color rojo gracias al marcaje con isolectina B4 (Stahl, 2010). El desarrollo 
vascular radial  ocurre de manera excéntrica desde el centro hacia la perfieria de la retina. B) Imágenes 
ilustrativas del crecimiento de los vasos durante el desarrollo del CL (luteoangiogénesis). Al igual que 
en la retina, el CL avascular sufre una activa angiogénesis (vasos sanguíneos marcados con PECAM, 
en marrón), con crecimiento de vasos, pero en este caso de manera centrípeta  desde el exterior al 
interior del CL. 
 
 Como ya hemos mencionado el VEGF actuando a través de VEGFR2, es 
necesario en este proceso angiogénico. Se desconoce evidentemente el papel del 
sistema Notch en la regulación de la angiogénesis dependiente del 
VEGF/VEGFR2. Se dispone, sin embargo, de datos de expresión gracias al 
trabajo de Vorontchikhina y col. (2005). Este estudio descriptivo pone de 
manifiesto que los componentes de la vía Notch (Notch-4, Jagged-1 y 
especialmente Notch-1) se expresan en ovario, especialmente en la formación del 
CL y que dicha expresión está asociada a CE. Estos datos indican que los 
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componentes de la vía Notch, especialmente Notch-1, pueden jugar un papel 
regulatorio en la angiogénesis ovárica.   
 
1.3.3. Angiogénesis en la formación de la decidua en el periodo peri-
implantacional 
 
 A diferencia de la angiogénesis centrípeta del CL, la cual ocurre en un 
espacio hueco/vacío, la angiogénesis durante la implantación del embrión se 
desarrolla en una estructura pre-existente. En este último caso se mezclan  
fenómenos de adhesión, invasión, remodelación, etc; en suma distintos tipos de 
angiogénesis al margen del “sprouting” que dificultan su estudio. La implantación 
es un proceso de adhesión e invasión de una estructura proliferativa, el embrión, 
en el útero. Esta “invasión” del embrión en el tejido materno pre-existente induce 
varios procesos, los cuales llevan a la formación de la decidua, estos son, por un 
lado una angiogénesis por un periodo de tiempo limitado (de E 4 a E 7.5) y por 
otro lado la proliferación y transformación de los fibroblastos del útero (Douglas, 
2009). Curiosamente, este tipo de angiogénesis recuerda más a la angiogénesis 
iniciada en procesos metastásicos, cuando el tejido cancerígeno llega a otro 
órgano o tejido (Kaplan, 2005). Al igual que en otro tejidos con angiogénesis 
fisiológica o en procesos tumorales, la angiogénesis decidual es regulada por la 
vía VEGF/VEGFR2, como ponen de manifiesto un estudio en el que se disrumpió 
la angiogénesis decidual al administrar un anticuerpo anti-VEGF (Douglas, 2009). 
Al igual que en el caso del CL, el estudio en profundidad de la posible implicación 
del sistema Dll4/Notch-1 y la posible modulación del mismo mediante la inducción 
de un fenotipo tip/stalk por ejemplo sería muy útil. En el momento de iniciar esta 
tesis no existían datos acerca del papel del sistema Notch en el mismo. Los datos 
de expresión eran escasos si bien había sido publicados algunos artículos en los 
que se apuntaba a la expresión de los receptores Notch-1 y Notch-2, así como de 
los ligandos Dll4 y Dll1 en células NK deciduales humanas (Manaster 2010) y de 
Notch-1, Notch-4 y Jagged1 en placenta (Falco, 2007).  
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 1.4. Justificación de esta tesis doctoral 
 
Consideramos que el conocimiento del control de la angiogénesis 
reproductiva en condiciones fisiológicas, es esencial para poder entender la causa 
de disfunciones reproductivas para las cuales hoy en día no se dispone de 
tratamientos satisfactorios. Un ejemplo ilustrativo es la preeclampsia donde el 
estudio de los factores angiogénicos implicados en el desarrollo de la placenta y 
las alteraciones de la misma está permitiendo conocer mejor su fisiopatalogía y su 
tratamiento. No es descabellado pensar que muchas otras patologías 
reproductivas puedan estar causada por defectos en la regulación angiogénica, 
razón de más para incidir en el estudio de esta. Actualmente y de manera 
sorprendente, se sabe poco de la regulación de la angiogénesis reproductiva. De 
hecho, como se ha comentado, hasta la realización de esta tesis doctoral no había 
ningún indicio de que el sistema Notch jugara un papel en su regulación, al 
margen de estudios descriptivos en folículo (Jovanovic, 2013), en CL 
(Vorontchikhina, 2005) y en la formación de la decidua y de la placenta (Falco, 
2007, Gasperowicz, 2013). Nuestro objetivo fue pues no otro que tratar de 
contribuir al mejor entendimiento de dicha regulación en el deseo de que permita 
mejorar las estrategias terapéuticas en un gran número de patologías 
reproductivas. 
 
 Nuestro razonamiento original es que teniendo en cuenta que se 
encuentran elevados niveles de VEGF cerca de la vasculatura de la teca, es 
sorprendente que la angiogénesis luteal se desarrolle de una manera tan bien 
organizada, en vez de crecer descontroladamente. Por lo que nos preguntamos 
que vías estarían implicadas en la regulación de esta angiogénesis. Atendiendo a 
varios hechos conocidos: 1) el papel preponderante de la vía VEGF/VEGFR2 en la 
angiogénesis fisiológica por “brotación”; 2) que los componentes de la vía Notch 
parecen jugar un papel en la represión y control de la angiogénesis iniciada por 
VEGF, mediante el fenotipo tip/stalk como se ha visto en retina; 3) que los 
componentes de la vía Notch se expresan en ovario y 4) las semejanzas de la 
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angiogénesis luteal con la retina; creemos posible que el modelo de regulación por 
inducción del fenotipo tip/stalk esté activo durante la formación del CL. Siguiendo 
el razonamiento es posible que la hiper-brotación de vasos sanguíneos sea 
prevenida de manera fisiológica por la activación de la vía Notch, la cual 
antagonizará con la acción pro-angiogénica de VEGF mediada por VEGFR2 
durante la angiogénesis luteal. Así pues en esta tesis nos centramos en el estudio 
del rol que la vía Dll4/Notch-1 tiene en la angiogénesis luteal fisiológica 
dependiente de gonadotropinas. Dado que existe un claro vinculo entre una 
adecuada función lúteo vascular y la propia función lútea quisimos evaluar por 
ende los efectos de la alteración de la señalización a través de Dll4/Notch-1 en 
ambas. 
 
Por otro lado, la decidua. Este órgano también sufre una angiogénesis 
importante en su desarrollo. Además y aunque la angiogénesis decidual no guarde 
tantas semejanzas con la retinal y del CL, si se ha constatado, mediante estudios 
funcionales (Douglas, 2009) que la vía VEGF/VEGFR2 es necesaria para la 
regulación de la misma y por ende el desarrollo del embarazo. Puesto que 
nuestros datos preliminares, posteriormente confirmados por Gasperowicz, 2013 
entre otros, sugerían la presencia de los receptores Notch-1 y Notch-4, así como 
los ligandos Dll4 y Jagged-1 en decidua quisimos evaluar el papel de la vía Notch 
durante la angiogénesis decidual. Dado el vínculo entre funcionalidad de la 
vasculatura decidual y función de la decidua quisimos evaluar el efecto de la 
interferencia con el fenotipo Dll4/Notch-1 en la funcionalidad de ambos. 
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II.- HIPÓTESIS  
La vía Notch juega un papel muy importante en la fina modulación y 
regulación de la angiogénesis mediada por VEGF, mediante la inducción del 
fenotipo tip/stalk. La acción de este fenotipo, evita un crecimiento excesivo de los 
vasos sanguíneos (proceso conocido en inglés como “oversprouting”) y por 
consiguiente, un crecimiento caótico de los mismos. Hipotetizamos  que la vía 
Notch juega un papel primordial en la modulación de la angiogénesis luteal y 
decidual. Anticipamos que el bloqueo de la vía Notch, mediante la neutralización 
del ligando Dll4, provocará la pérdida del fenotipo tip/stalk en la angiogénesis 
reproductiva. Esto provocará un crecimiento descontrolado de los vasos 
sanguíneos en los órganos reproductivos (CL y decidua), viéndose afectada tanto 
la  funcionalidad vascular como la de dichos órganos.  
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III.- OBJETIVOS 
3.1. Identificar el fenotipo tip/stalk en el CL, en condiciones fisiológicas. 
3.2. Evaluar los efectos de la inhibición de Dll4 en la morfología del fenotipo 
tip/stalk en la vasculatura del CL. 
3.3. Evaluar los efectos de la inhibición de Dll4 en la funcionalidad de la 
vasculatura luteal y del CL. 
3.4. Identificar el fenotipo tip/stalk en la decidua, en condiciones fisiológicas. 
3.5 Evaluar los efectos de la inhibición de Dll4 en la morfología del fenotipo 
tip/stalk en la vasculatura decidual. 
3.5. Evaluar los efectos de la inhibición de Dll4 en la funcionalidad de la 
vasculatura decidual y de la decidua.  
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IV.- MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1. Diseño experimental. Modelo animal  
El diseño experimental de la presente tesis doctoral tiene como finalidad el 
estudio del papel del sistema Notch en la angiogénesis que tiene lugar en el 
sistema reproductor de las hembras específicamente, en la formación del CL y de 
la decidua de roedores. La estrategia general, fue la administración de un 
anticuerpo bloqueante de Dll4 (Dll4 BAb, YW152F, Genentech), por un lado, en 
ratonas estimuladas hormonalmente para el desarrollo de CL y por otro lado en 
ratonas embarazadas en el periodo peri-implantatorio. Posteriormente, se realizó 
el análisis de los efectos de dicha intervención sobre parámetros morfológicos de 
interés asociados a la angiogénesis y el fenotipo tip/stalk (como vascularización, 
apoptosis, proliferación celular, etc), así como sobre parámetros de funcionalidad 
vascular y orgánica (dependiendo del órgano de estudio, como se detallará en la 
sección correspondiente). El anticuerpo bloqueante empleado está compuesto por 
un fago humanizado que bloquea de manera efectiva la interacción de Notch-1 
con Dll4, pero no con otros ligandos (Ridgway, 2006).  
En todos los experimentos recogidos en la presente tesis doctoral, se 
utilizaron ratonas (Mus musculus) de la cepa consanguínea ICR (CD1) (Charles 
River, Barcelona, España). Los animales fueron mantenidos, tratados y 
sacrificados de acuerdo con el protocolo establecido por el Comité Ético de 
Experimentación Animal (CEEA). La toma de muestras se realizó siguiendo la 
directiva 86/609/CEE del 14 de noviembre de 1986 y el RD 223/1988 de 14 de 
marzo, sobre protección de los animales utilizados para experimentación y otros 
fines científicos. Los controles y mantenimiento de los ratones fueron llevados a 
cabo en el animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia en 
condiciones adecuadas de estabulación, con un régimen de 12 horas de oscuridad 
y 12 horas de luz y con alimentación y bebida ad libitum.  
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4.2. Descripción pormenorizada del diseño experimental 
4.2.1. Determinación del papel de la vía Dll4/Notch-1 en la angiogénesis luteal 
dependiente de VEGF/VEGFR2 
 En todos los experimentos englobados dentro de este punto se utilizaron 
ratonas sexualmente inmaduras, es decir de unos 21 días de edad. Se eligieron 
este tipo de animales para evitar interferencias con ciclos previos y asegurarnos 
de que después de someterlas a la estimulación hormonal para la formación de 
CL, todos los que se formaran hubieran sido producto de la estimulación y no 
reminiscencias de ciclos pasados.  
4.2.1.1 Experimento 1.1: Identificación del proceso angiogénico y del fenotipo 
morfológico tip/stalk en la formación del cuerpo lúteo 
Con la finalidad de identificar el proceso angiogénico que acontece en la 
formación del CL y evaluar la presencia del fenotipo tip/stalk en dicha 
angiogénesis, ratonas sexualmente inmaduras (n=9) fueron estimuladas 
hormonalmente, con el fin de promover la formación de CL. En primer lugar, 
recibieron una inyección intraperitoneal (ip) de 10 IU de Pregnant Mare Serum 
Gonadotropin (PMSG) para promover el desarrollo folicular. Después de 48hs 
recibieron 10 IU de human Chorionic Gonadotropin (hCG) para desencadenar la 
ovulación y la consiguiente formación del CL. Los animales fueron sacrificados a 
las 18hs (n=3), a las 24hs (n=3) y a las 48hs (n=3) después de la administración 
de hCG. Se eligieron estas horas a partir de datos preliminares de nuestros grupo. 
La finalidad fue abarcar todo el proceso de desarrollo del CL y poder estudiar la 
angiogénesis, desde el inicio del proceso hasta su finalización. Entre las 18hs y las 
24hs la angiogénesis estaría activa coincidiendo con el proceso de invasión 
vascular más incipiente, por lo debería de detectarse muy bien el frente de avance 
de los vasos en crecimiento hacía el centro del CL. A las 48 hs el CL estaría 
totalmente formado, por lo que el proceso angiogénico habría finalizado. Una vez 
sacrificados los animales, los ovarios fueron extirpados a fin de analizar las 
características morfológicas del fenotipo tip/stalk: expresión de Dll4, Notch-1 y 
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VEGFR2 y la vascularización como se detalla en la sección 4.3.3.; así como 
identificar los filopodios en el eje de avance del brote endotelial (células “tip”) 
mediante una reconstrucción tridimensional de los vasos sanguíneos, como se 
detalla en la sección 4.3.4. Esta representación tridimensional también nos 
permitió tener una visión espacial de cómo ocurre la angiogénesis en el CL.  
4.2.1.2. Experimento 1.2: Evaluación de los efectos de la inhibición de Dll4 en las 
características morfológicas del fenotipo tip/stalk en el cuerpo lúteo 
Con el fin de evaluar los posibles efectos que la inhibición de Dll4 podría 
tener en las características morfológicas del fenotipo tip/stalk, ratonas sexualmente 
inmaduras (n=12) fueron estimuladas con gonadotropinas igual que en el 
experimento 1.1. Se dividió a los animales en dos grupos: control y Dll4 BAb. Los 
animales del grupo control (n=6) recibieron, seis horas después de la 
administración de hCG, una inyección ip de 10mg/kg de una IgG humana 
inespecífica; por otro lado, los animales del grupo Dll4 BAb (n=6) recibieron la 
misma concentración, pero del Dll4 BAb (Genentech; YW152F). La dosis del Dll4 
BAb fue elegida basándonos en la bibliografía existente (Ridgway, 2006). Los 
animales fueron sacrificados 24hs después de la inyección de hCG. Las 
características del fenotipo tip/stalk: expresión de Dll4, Notch-1 y VEGFR2 y la 
vascularización, así como el grado de apoptosis, fueron analizadas en uno de los 
ovarios, mientras que el otro ovario fue utilizado para evaluar el número total de 
CL maduros siguiendo la metodología que se detalla en sus apartados respectivos 
más adelante.  
4.2.1.3. Experimento 1.3: Evaluación de los efectos de la inhibición de Dll4 en la 
funcionalidad de la vasculatura luteal y del cuerpo lúteo 
Con la finalidad de evaluar los efectos que la administración de Dll4 podía 
tener en la funcionalidad de la vasculatura luteal y del CL, procedimos a estimular 
a ratonas inmaduras (n=8) con gonadotropinas, como en los experimentos 
anteriores (experimentos 1.1 y 1.2). Posteriormente, se les administró una IgG 
inespecífica humana (grupo control, n=4) o Dll4 BAb (n=4), con dosis y pautas 
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similares a las del experimento 1.2. Cuarenta y ocho horas después de la 
administración de hCG, los animales fueron anestesiados con una inyección ip de 
ketamina y xilacina (170-260mg/kg y 8,6-13mg/kg, respectivamente). Cada animal 
fue perfundido por la vena de la cola con 100µg de lectinas (Lycopersicon 
esculetum) conjugadas con isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Vector 
laboratories, USA), diluida en 100µl de salino; y 15 min después, los animales 
fueron sacrificados y sus ovarios extirpados, procesados y crioseccionados, como 
se detalla en las secciones 4.3.1. y 4.3.6. La presencia de luteólisis estructural 
(apoptosis) y la funcionalidad de la vasculatura luteal (estudios de perfusión a las 
lectinas) fueron ensayadas en uno de los ovarios de cada animal. Además se 
recogieron muestras sanguíneas para evaluar la funcionalidad del CL o la luteolisis 
del mismo mediante la determinación de los niveles séricos de P como se detalla 
más adelante.  
4.2.2. Determinación del papel de la vía Dll4/Notch-1 en la angiogénesis 
decidual dependiente de VEGF/VEGFR2 
 En todos los experimentos englobados dentro de este punto se utilizaron 
ratonas preñadas que fueron ovariectomizadas tras una  suplementación previa 
con un pellet de P (PROP) (Kim, 2013; Douglas, 2009), para que el embarazo 
transcurriera correctamente. La justificación es la siguiente: el Dll4 BAb puede 
interferir en la función lútea, produciendo una disminución de los niveles de P. Con 
el uso de estas ratonas nos aseguramos de que los efectos del anticuerpo anti-
Dll4 estaban restringidos solamente a la parte materna del útero, específicamente 
a la angiogénesis decidual y no eran el resultado de la interferencia con el soporte 
luteal del embarazo (Hernandez, 2011). Este diseño experimental había sido 
utilizado anteriormente de manera satisfactoria en el estudio del rol de la vía 
VEGF/VEGFR2 en la decidua de animales preñados por nuestro grupo y otros 
(Douglas, 2009; Kim, 2013). 
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- Obtención de ratonas PROP 
Para la generación del modelo animal deseado las ratonas fueron cruzadas, 
durante la noche, con machos reproductores de fertilidad comprobada. A la 
mañana siguiente, en día embrionario (E) 0.5, se confirmó embarazo mediante la 
visualización de tapón vaginal. Cuatro días después estas ratonas embarazadas 
fueron anestesiadas con una inyección ip de ketamina y xilacina (170-260mg/kg y 
8,6-13mg/kg, respectivamente) a continuación se procedió con la cirugía. Primero, 
se colocó un pellet hormonal de P (10mg P por pellet, Innovative research of 
America, USA) de manera subcutánea, el cual liberó de manera continua, por 
difusión, la P durante todo experimento. De este modo aseguramos que la 
concentración de P fuese siempre la misma, constante y conocida (Douglas, 
2009). Unas 6 horas después se procedió a la ovariectomía bilateral, para ello se 
abordó uno de los flancos del animal, a través de una pequeña incisión y se 
accedió a la cavidad intraperitoneal, una vez allí se buscó la grasa que rodea al 
ovario y al estirar de ella se sacó el ovario al exterior. Una vez hecho esto se 
procedió a clampar el ovario por la parte cercana a la unión con el útero con sutura 
y extirpar por completo el ovario a nivel del infundíbulo. Esta parte es crucial, ya 
que debemos asegurarnos de que no quedó ningún resto celular del ovario, ya 
que si sólo hubiéramos dejado unas pocas células productoras de hormonas, la 
ovariectomía hubiera sido un fracaso. Una vez extirpado el primer ovario se 
procedió a cerrar la incisión, primero la capa muscular con sutura reabsorbible y 
después la piel. A continuación se hizo lo mismo con el otro ovario. Una vez 
concluida la intervención se dejó que los animales se recuperaran. 
- Determinación del comportamiento del anticuerpo YW512F (Dll4 BAb) in vivo 
Este experimento fue realizado a fin de determinar si había algún 
momento del desarrollo decidual en el que pudiéramos administrar el anticuerpo 
Dll4 BAb sin que este tuviera efecto sobre el desarrollo embrionario de modo que 
pudiéramos discernir entre los efectos directos que puede tener el Dll4 BAb sobre 
el embrión, de los efectos sobre la decidua. Esto es crucial debido a que es 
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conocido que las mutaciones en heterocigosis de Dll4 son letales en el embrión 
(Duarte, 2004), por lo que si no determináramos este periodo temporal y al 
administrar el anticuerpo bloqueante observáramos una disrupción del desarrollo 
embrionario temprano durante el periodo peri-implantacional, no podríamos 
asegurar que el Dll4 BAb estuviera afectando solamente a la angiogénesis 
decidual, o también estuviera llegando al embrión, interfiriendo con la 
angiogénesis embrionaria. Para determinar si existía esta ventana de tiempo en 
que fuera posible administrar el Dll4 BAb y que este no llegara al embrión, ratonas 
PROP recibieron una dosis ip de una IgG humana inespecífica o una dosis de 
10mg/kg de YW512F (Ridgway, 2006; García-Pascual, 2013), (n=3, cada grupo) 
en E 4.5 o E 8.5. Se eligieron estos E debido a que el embrión comienza a 
expresar Dll4 en E 8-8.5 (Duarte, 2004) y la vida media del anticuerpo es de 3 
días. Por un lado, las ratonas que recibieron las inyecciones en E 4.5 (periodo 
peri-implantacional) fueron sacrificadas 48 hs (E 6.5) y 96 hs (E 8.5) después, con 
el fin de estudiar periodos en los no se ha superado (48 hs) o ya se ha 
sobrepasado (96 hs) la vida útil/actividad  de 48-72 hs del Dll4 BAb. Por otro lado, 
aquellas ratonas que recibieron las inyecciones en E 8.5 (periodo post-
implantacional), fueron sacrificadas 24 hs después, en E 9.5 con la esperanza de  
que el anticuerpo no atravesara todavía la barrera materno-embrionaria y 
pudiéramos evaluar su efecto sobre los primeros estadÍos de placentación. En 
este último caso desafortunadamente no pudimos ir más allá por que el anticuerpo 
efectivamente atravesaba la barrera materno/embrinario en los estadíos en que el 
embrión empezaba a producir Dll4 acorde a lo avanzado de su  desarrollo.   
A continuación se procedió a la detección de los tejidos en los cuales 
estaba presente el Dll4 BAb. Para ello los úteros conteniendo los embriones 
recogidos en E 6.5, E 8.5 y E 9.5 fueros incubados con un anticuerpo secundario 
anti IgG marcado con Alexa Fluor 594 (1:100; Vector laboratories) capaz de 
reconocer únicamente la IgG del Dll4 BAb que habíamos administrado.  
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 A partir de los datos obtenidos en este experimento, optimizamos el 
momento idóneo para la administración del anticuerpo bloqueante de Dll4, que tal 
y como se recoge en próximos apartados se limitaba a la administración en E 4.5.   
4.2.2.1. Experimento 2.1: Identificación del fenotipo morfológico tip/stalk durante el 
desarrollo de la vasculatura decidual 
 Con la finalidad de identificar la presencia del fenotipo tip/stalk en 
vasculatura decidual, seis ratonas PROP fueron sacrificadas en diferentes días 
embrionarios: E 5.5 (n=3) y E 6.5 (n=3) para posterior análisis de la expresión de 
Dll4 y PECAM. Se eligieron estos dos E, porque en condiciones fisiológicas la 
angiogénesis decidual tiene su pico entre E 5.5. y 6.5; (Douglas, 2009)  por lo que 
se supone que será el mejor momento para poder identificar el fenotipo tip/stalk. 
Inmediatamente después del sacrificio, los úteros conteniendo los embriones 
fueron extirpados intactos quirúrgicamente y se procesaron para posterior análisis 
como se explica en detalle en la sección 4.3.1. y 4.3.3.  
4.2.2.2. Experimento 2.2: Evaluación de los efectos de la inhibición de Dll4 en las 
características morfológicas del fenotipo tip/stalk durante el desarrollo de la 
vasculatura decidual 
 Con el fin de evaluar los posibles efectos de la inhibición de Dll4 en las 
características morfológicas del fenotipo tip/stalk; un set de ratonas PROP se 
dividió en dos grupos: el grupo control y el Dll4 BAb. El grupo control (N=27) 
recibió sistemáticamente una ip de 10mg/kg de una IgG humana inespecífica; por 
otro lado, los animales del grupo Dll4 BAb (N=27) recibieron la misma 
concentración, pero del Dll4 BAb (Genentech; YW152F) en E 4.5 tal y como se 
recoge en la tabla 1.  
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Tabla 1. Diseño experimental para las ratonas embarazadas reemplazadas con P (PROP mice). El 
mismo diseño pero con administración de IgG humana inespecífica fue utilizada en el grupo de ratonas 
PROP control  
 Los animales fueron sacrificados en diferentes días de embarazo: E 5.5 
(n=3), E 6.5 (n=5), E 7.5 (n=5), E 8.5 (n=3), E 9.5 (n=5), E 11.5 (n=3) y E 13.5 
(n=3) en cada grupo. A continuación se evaluaron las características morfológicas 
del fenotipo tip/stalk tales como: la expresión de Dll4 y la vascularización, que se 
detalla en la sección 4.3.3. Además se evaluaron las posibles repercusiones de la 
inhibición de este fenotipo en el estado de los tejidos deciduales, determinando la 
proliferación celular (sección 4.3.3) y la apoptosis (sección 4.3.5). Para la 
determinación de estos parámetros (expresión de Dll4, vascularización, 
proliferación celular y apoptosis) se utilizaron los tejidos de los E 5.5, E 6.5 y E 9.5, 
el resto de E se utilizaron para la evaluación de los efectos de la inhibición de Dll4 
en el desarrollo embrionario y en la funcionalidad de la decidua, tal y como se 
detalla en el apartado siguiente (4.2.2.3. Experimento 2.3). Las determinaciones 
se comenzaron en E 5.5, 24 hs después de la administración del Dll4 BAb y 
momento en el cual comienza el pico en el proceso angiogénico y se finalizaron en 
E 9.5 por que más allá habían problemas de necrosis tisular. Es decir, los tejidos 
estaban tan alterados que la morfología de los cortes histológicos era muy 
deficiente, por lo que los datos obtenidos mediante técnicas inmunofluorescencia 
no era fiables. 
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4.2.2.3. Experimento 2.3: Evaluación de los efectos de la inhibición de Dll4 
en el desarrollo embrionario y en la funcionalidad de la decidua  
Los posibles efectos del Dll4 BAb en el desarrollo embrionario, y por ende 
en la funcionalidad de la decidua, son visibles macroscópicamente, pues implican 
interferencia con la preñez, la cual es fácilmente identificable por pérdida de 
función o disminución del tamaño de los embriones durante su desarrollo 
temporal. 
 Con la finalidad de evaluar los efectos de la inhibición de Dll4 durante el 
desarrollo embrionario, se utilizaron la totalidad de los animales del experimento 
anterior (4.2.2.2: Experimento 2.2). Es decir, animales del grupo control (N=27) 
que recibieron sistemáticamente una ip de 10mg/kg de una IgG humana 
inespecífica; y animales del grupo Dll4 BAb (N=27) los cuales recibieron la misma 
concentración, pero del Dll4 BAb (Genentech; YW152F) en E 4.5 tal y como se 
recoge en la tabla 1. Los animales fueron sacrificados en E 5.5 (n=3), E 6.5 (n=5), 
E 7.5 (n=5), E 8.5 (n=3), E 9.5 (n=5), E 11.5 (n=3) y E 13.5 (n=3) en cada grupo, 
como se ha detallado en el punto anterior. En este caso, se comenzó en E 5.5, 24 
hs después de la administración del Dll4 BAb y al ser el momento en el cual 
comienza el aumento de la angiogénesis decidual, y se finalizó en E 13.5 por 
cuestiones éticas. Inmediatamente después, los úteros conteniendo los embriones 
fueron extirpados intactos quirúrgicamente. Se pesaron y se contaron visualmente 
el número de sitios de implantación y el número de embriones.  
4.3. Métodos empleados para el desarrollo de la tesis doctoral 
4.3.1 Determinación de parámetros macroscópicos, recogida y pre-
procesado de muestras 
Ambos ovarios (experimentos 1.1, 1.2 y 1.3) y los úteros conteniendo los 
embriones (experimentos 2.1, 2.2, 2.3) fueron diseccionados cuidadosamente 
inmediatamente después del sacrificio, embebidos en Optimal Cutting Medium 
(OCT), congelados en nitrógeno líquido y almacenados a -80ºC hasta su 
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procesamiento y utilización para la determinación de los distintos parámetros de 
interés. En el experimento 2.3, los úteros intactos conteniendo los embriones se 
pesaron y se contaron visualmente tanto el número de sitios de implantación como 
el número de embriones. 
Las muestras sanguíneas fueron obtenidas a través de cardiopunción en los 
animales previamente anestesiados, con la finalidad de medir los niveles de P 
sérica (sección 4.2.1.3: experimento 1.3 y sección 4.3.2.) como se describe a 
continuación: una vez obtenidas las muestras de sangre se incubaron a 37ºC 
durante 1hr, para facilitar la formación del  coágulo. Las muestras se guardaron 
posteriormente a 4ºC durante 12-16hs para facilitar que el coágulo sanguíneo se 
retrajera. A continuación, utilizando una pipeta pasteur, se retiró el sobrenadante 
de manera muy cuidadosa, para evitar contaminación por eritrocitos.y se 
centrifugó a 4000rpm durante 20 minutos a 4ºC. Se alicuotaron y conservaron los 
sobrenadantes a -20ºC hasta la determinación de los niveles de P por 
inmunoensayo tal y como se detalla en el apartado siguiente. 
4.3.2. Determinación de los niveles séricos de progesterona 
La determinación de los niveles de P es clave para la evaluación de la 
funcionalidad del CL en el experimento 1.3 (sección 4.2.1.3); y para asegurarnos 
que los niveles de P son los adecuados para sustentar el embarazo durante todos 
los experimentos de la sección 4.2.2.  
 
Los niveles séricos de P se midieron mediante un inmunoensayo 
quimioluminiscente competitivo (Diagnostics Products/Siemens, Alemania). Esta 
técnica cuantifica la sustancia de interés utilizando una reacción antígeno-
anticuerpo.  
 
La técnica se basa en la gran especificidad y afinidad de los anticuerpos por 
sus antígenos, utilizándose anticuerpos mono o policlonales. Su gran sensibilidad 
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permite la cuantificación de compuestos presentes en líquidos orgánicos en 
concentración reducida, del orden de nanogramos/ml o de picogramos/ml. 
El suero sanguíneo (100µl) fue dispuesto, por duplicado, en tubos recubiertos 
con el anticuerpo. A continuación se añadió a cada tubo 750µl del trazador de P 
yodada. Los tubos fueron incubados a 37ºC durante 3hs. Una vez transcurrido 
este tiempo los tubos fueron decantados y analizados por 90 segundos utilizando 
un contador gamma Wallac 1470 (Wallac/Perkin Elmer, USA). Como control del 
ensayo se utilizó una solución con 40 ng de P, la recuperación de P en este caso 
fue del 99.8%. La reactividad cruzada con 17-α-hidroxiprogesterona, 5-α-
hidroxiprogesterona, costicosterona, cortisona e hidrocortisona fue del 19%, 13,4% 
0,6%, 0,03% y 0,04% respectivamente. Además, estudios de paralelismo entre la 
curva estándar y los sueros diluídos indicaron que no había interferencia con el 
suero. EL coeficiciente de variación intra-ensayo fue de un 8% y el inter-ensayo 
fue de un 8,3%.  
4.3.3. Histología e inmunofluorescencia  
Los ovarios y los fragmentos de útero conteniendo los embriones  embebidos 
en OCT y almacenados a -80ºC, fueron cortados de manera seriada, utilizando un 
criostato (Microm Cryostat HM550, Thermo Fisher Scientific, USA) en secciones 
de 8µm en intervalos de 50µm, las cuales fueron montadas en portaobjetos 
Superfrost Gold (Thermo Fisher Scientific). Dichas secciones fueron almacenadas 
a -20ºC hasta su uso. 
Antes de llevar a cabo la caracterización de los diferentes marcadores de 
interés, se llevó a cabo una tinción de los tejidos con Hematoxilina y Eosina (H&E) 
siguiendo protocolos estándar (Reynolds, 2000). Esta tinción es de mucha utilidad 
ya que permite, por un lado evaluar que la morfología de las secciones sea 
correcta y por otro lado, nos permite elegir las secciones de tejido con las 
estructuras de interés para el posterior análisis de las proteínas/antígenos de 
interés por inmunofluorescencia. Además esta tinción de utilidad para el contaje 
del número de CL maduros en el experimento 1.2 (sección 4.2.1.2). 
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Las secciones de tejido fueron fijadas en acetona a -20ºC durante 10 minutos. 
Esto tiene dos finalidades, por un lado fijar el tejido al portaobjetos, evitando su 
desprendimiento durante el procedimiento y eliminar los restos de OCT; y por otro 
lado, permeabilizar el tejido, para que el proceso de tinción de mejores resultados. 
Una vez los tejidos estuvieron fijados se procedió a la tinción. La técnica elegida 
fue la inmunofluorescencia, tanto doble como simple. Esta técnica sirve para 
visualizar el lugar donde se produce la reacción antígeno-anticuerpo y así poder 
localizar la posición exacta del tejido dónde se encuentra la molécula de interés. 
La fluorescencia es una propiedad de ciertas molécula que, al ser irradiadas por 
un haz luminoso de la longitud de onda adecuada, emiten una radiación que 
puede ser detectada con un microscopio de fluorescencia con los filtros 
adecuados. Las moléculas fluorescentes que se utilizan se denominan 
fluorocromos, los cuales poseen un espectro de emisión y de excitación 
característicos. Lo interesante es que si se utilizan dos fluorocromos que posean 
distintos espectros de excitación y de emisión, pueden detectarse dos antígenos o 
marcadores de interés en el mismo corte de tejido, pudiendo estudiar si hay una 
co-expresión de los mismos, obteniendo así más información que la mera 
cuantificación de la expresión.  
En la elaboración de esta tesis doctoral se hizo uso de la 
inmunofluorescencia indirecta simple y doble. En la immunofluorescencia simple, 
sólo se detecta un antígeno de interés; en la inmunofluorescencia doble se 
detectan a la vez dos antígenos. El término immunofluorescencia indirecta hace 
alusión a que el antígeno se detecta con el uso de dos anticuerpos distintos; por 
un lado el anticuerpo primario, el cual se une de manera específica al antígeno de 
interés presente en el tejido, a continuación se incuba la muestra con un 
anticuerpo secundario biotinilado, específico de nuestro anticuerpo primario. La 
elección de este anticuerpo secundario se realiza en base al animal en el que el 
anticuerpo primario fue producido. Para finalizar se procedió a la detección del 
anticuerpo secundario, esto se consigue incubando el tejido con el fluorocromo 
Alexa Fluor488 o Alexa Fluor594 (Molecular probes, USA). En una 
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inmunofluorescencia directa simple se realiza este proceso una vez, por lo que se 
detecta un único antígeno. En una inmunofluorescencia directa doble, el proceso 
se realiza de manera secuencial dos veces, con dos anticuerpos primarios y 
secundarios distintos, pudiendo detectarse dos antígenos simultáneamente, como 
ya se ha comentado anteriormente. 
Debido a que utilizamos anticuerpos secundarios biotinilados, una vez 
fijados los tejidos y antes de incubar con el anticuerpo primario, una solución 
bloqueante de avidina y biotina (Vector laboratories) fue aplicada durante 15 
minutos. Esto tiene por finalidad  evitar la tinción no específica debida a la 
presencia de avidina y biotina endógena en los tejidos. Esto fue seguido por una 
incubación de 1h con una solución bloqueante, compuesta por tampón fosfato 
(PBS) (Sigma-Aldrich, USA), un 2% de suero (Thermo Scientific, USA) del animal 
donde el anticuerpo secundario ha sido hecho y un 5% de albúmina de suero 
bovino (BSA) (Roche, Alemania). Los anticuerpos primarios se utilizaron a las 
concentraciones siguientes: PECAM (anticuerpo de rata anti-ratón CD31, 1:50, BD 
Pharmingen, USA), Ki67 (marcador de proliferación celular, 1:200, Abcam, UK), 
Dll4 (anticuerpo de cabra anti-ratón Dll4, 1:200; R&D Systems, US), Notch-1 
(1:200, R&D Systems), y VEGFR2 (1:200, R&D Systems). Usamos cerebro de 
ratón como control positivo para todos los anticuerpos (datos no mostrados). Los 
anticuerpos primarios fueron incubados durante toda la noche a 4ºC en una 
cámara húmeda, mientras que los controles negativos fueron dejados en solución 
de bloqueo. Las secciones fueron posteriormente incubadas con el anticuerpo 
secundarios específico para cada anticuerpo primario (1:1000, Vector laboratories) 
durante 30 minutos a temperatura ambiente y las señales de los mismos fueron 
visualizadas con los conjugados fluorescentes a estreptavidina: Alexa Fluor 488 
(verde) y 594 (rojo) (1:1500, Molecular Probes). En los casos en los que la tinción 
fue doble, para estudiar la coexpresión de dos antígenos diferentes, tras finalizar 
la tinción de uno de los antígenos, la solución de bloqueo de la avidina y biotina 
(Vector laboratories) fue usada para evitar la tinción no específica del segundo 
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antígeno. A continuación se repitió el protocolo, pero con diferentes anticuerpos 
primario y secundario y fluorocromo.  
En aquellos casos en los que se quería estudiar la coexpresión, pero los 
anticuerpos primarios no permitían la realización de una inmunohistoquímica doble 
en la misma sección (como es el caso de Dll4 y Notch1), se procedió a la tinción 
de cortes seriados (es decir de un corte y del inmediato posterior), uno con cada 
antígeno y se compararon disponiendo las imágenes una al lado de la otra. Esto 
es técnicamente difícil de realizar, pero da resultados muy similares a los que se 
obtendrían si se pudiera hacer la inmunohistoquímica doble sobre la misma 
sección de tejido.  
La obtención de los datos de los cortes histológicos y el posterior análisis 
se detalla más adelante en la sección de análisis de datos (4.3.7.). 
4.3.4. Análisis tridimensional de los vasos sanguíneos del cuerpo lúteo 
 Se procedió a la obtención de una reconstrucción tridimensional de los  
vasos sanguíneos del CL en desarrollo. Esto nos dio una visión general y 
tridimensional de la angiogénesis luteal y nos permitió detectar las estructuras 
identificativas de las CE en la punta o “tip” de los mismos. Estas estructuras se 
denominan filopodios y son proyecciones citoplasmáticas alargadas y delgadas 
que se extienden desde el extremo de las células en migración (CE, en nuestro 
caso). Su función es guiar el crecimiento del vaso sanguíneo, ya que poseen 
receptores para los factores de crecimiento como el VEGF. Para ello se realizó 
una inmunofluorescencia doble, para los antígenos PECAM y Dll4 en secciones de 
gruesas (40-50µm) de ovarios de animales control. El protocolo utilizado fue el 
mismo ya explicado en el punto anterior, pero con algunas modificaciones, debido 
al grosor de los cortes con los que tuvimos que trabajar. En primer lugar, los 
periodos de incubación fueron significativamente más largos (el doble 
aproximadamente) y en segundo lugar, se añadió el detergente Tween-20 (1%, 
Sigma-Aldrich) en las disoluciones de los anticuerpos, con el fin de mejorar la 
penetrabilidad de los anticuerpos en el tejido. El software FluoView (Olympus, 
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Japón) fue utilizado para reconstruir las imágenes en 3D de los vasos sanguíneos 
de los CL de series de secciones-Z obtenidas con un microscopio confocal (FV-
1000, Olympus). 
4.3.5. Detección de apoptosis 
Para evaluar si la administración del Dll4 BAb había afectado a la integridad 
de los tejidos de interés, determinamos el grado de apoptosis de los mismos. Las 
células apoptóticas fueron detectadas utilizando un ApopTag ISOL dual 
Fluorescence Apoptosis Detection Kit (DNase types I and II, Millipore, MA, US) 
utilizando criosecciones de 8µm de ovarios (sección 4.2.1.3.) y de úteros 
conteniendo embriones (sección 4.2.2.2.). El método ISOL, es un procedimiento 
de tinción enzimático muy específico, que permite detectar aquellas células en 
apoptosis, tanto en estadios iniciales como más avanzados. En primer lugar, las 
criosecciones de tejido fueron fijadas en 1% de paraformaldehído (Sigma-Aldrich, 
UK) en PBS (pH=7.4) durante unos 10 minutos a temperatura ambiente. Después 
de dos lavados con PBS las secciones se post-fijaron con el fin de permeabilizar el 
tejido, en etanol:ácido acético 2:1 (v/v) pre-enfriado a -20ºC. A continuación se 
eliminó el exceso de líquido de las secciones (evitando sin embargo que se 
secaran en exceso) y se procedió a la incubación con el mix de reacción de 
marcaje ISOL. Dicha incubación se realizó en una cámara húmeda en oscuridad y 
a temperatura ambiental durante 10-16 hs. Tras la incubación se procedió a lavar 
profusamente las secciones, primero con PBS y por último con agua destilada. 
Una vez finalizado el proceso de tinción se dispuso sobre las secciones medio de 
montaje para inmunofluorescencia con DAPI (Vector laboratories) y se cubrieron 
con un cubreobjetos. Las células apoptóticas se observaron en color rojo (DNAsa 
tipo I) o verde (DNAsa tipo II) o amarillo (solapamiento de ambas señales, es decir, 
células expresando ambos tipos de DNAsas) utilizando un microscopio de 
fluorescencia (Nikon Eclipse E400). El porcentaje de células apoptóticas por mm2 
de tejido fue calculado como se explica detalladamente en la sección de análisis 
de datos (4.3.7).  
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4.3.6. Histofluorescencia intravital de lectinas combinada con 
immunofluorescencia con PECAM 
Para evaluar el grado de funcionalidad (perfusión) de los vasos 
sanguíneos de los CL en desarrollo se procedió a la obtención con un criostato de 
secciones gruesas (10-20µm) de los ovarios de animales perfundidos con lectinas 
previamente a su sacrificio, como se ha explicado anteriormente. Se utilizaron 
cortes de tejido gruesos, para poder visualizar mejor la señal. Una vez obtenidas 
las secciones fueron fijadas en acetona a -20ºC, secadas al aire y teñidas 
mediante técnicas inmunohistoquímicas contra PECAM (conjugándolo con Alexa 
594, rojo), para detectar los vasos sanguíneos. Las imágenes fueron adquiridas en 
el canal verde (lectinas conjugadas con FITC) y en el rojo (PECAM), utilizando una 
cámara digital (Nikon Digital Camera, Dxm1200F, Japón) acoplada a un 
microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E400). Las señales fluorescentes del 
conjugado de FITC (lectinas) (verde)/PECAM (rojo) del interior de los CL fueron 
segmentadas y procesadas como se describe posteriormente en la sección de 
análisis de datos.    
4.3.7. Análisis de datos 
Para el análisis cuantitativo de la expresión de Dll4, VEGFR2 y de la 
vascularización (PECAM+), se procedió a la cuantificación del porcentaje de señal 
fluorecente de cada parámetro a estudio respecto al área total. Dichas 
determinaciones fueron llevadas a cabo utilizando un sistema de análisis de 
imagen acoplado a un microscopio Nikon Eclipse E400 (Nikon), para la captación 
de las imágenes. El proceso fue seguido por un análisis cuantitativo con el 
programa Image pro Plus (Media cybernetics, US) e Image J, tal y como nuestro 
grupo describió anteriormente (Delgado-rosas, 2011). Primero se delimitó el área 
de interés, a continuación se procedió a la segmentación del área teñida de modo 
manual o automático utilizando el mismo programa informático. Una vez hecho 
esto se procedió a la cuantificación del porcentaje de área teñida para el 
parámetro de interés utilizando la siguiente fórmula: % área teñida parámetro de 
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interés / % área total de interés x 100. El área de cada fotografía ocupada por la 
señal de la expresión de Dll4, VEGFR2 y PECAM, fue expresada como el 
porcentaje del área de interés por el área total en cada CL o de decidua analizado. 
En el experimento 1.2 (sección 4.2.1.2), al menos 24 CL individuales fueron 
utilizados para la determinación de cada uno de los parámetros mencionados 
anteriormente (expresión de Dll4, VEGFR2, así como vascularización). En este 
caso, el número total de CL maduros fue determinado por contaje visual en las 
secciones de un ovario de cada animal por dos observadores independientes y fue 
expresado como el número medio de CL maduros por ovario. 
En los experimentos 2.1 (sección 4.2.2.1) y 2.2 (sección 4.2.2.2), la expresión 
de Dll4 y la vascularización, fueron determinados en un mínimo de 3 embriones 
por cada animal. De cada embrión se tomaron fotografías y se analizó la señal 
fluorescente de 4 campos elegidos al azar de la zona decidual. Cabe destacar que 
en estudios previos publicados por nuestro grupo (Douglas, 2009), observamos 
que los anticuerpos secundarios tienden a generar una señal inespecífica y 
bastante intensa en el área alrededor del embrión. Por ello y con el fin de evitar 
errores en la cuantificación de la expresión de PECAM y Dll4, esta intensa señal 
alrededor del embrión no fue considerada, tanto en los animales control como en 
los que recibieron el anticuerpo bloqueante de Dll4. 
En el experimento 2.2. (sección 4.2.2.2) se determinó la proliferación celular. 
Para ello se procedió a la tinción fluorescente de los tejido deciduales con el 
marcador de proliferación celular Ki67 y a su detección utilizando un sistema de 
análisis de imagen acoplado a un microscopio Nikon Eclipse E400 (Nikon). La 
proliferación celular fue calculada utilizando el módulo de fragmentación del 
programa ImageJ. Con esto conseguimos calcular el número de total de células y 
el número de células que están proliferando (Ki67+). Aplicando la siguiente 
fórmula: número de células Ki67+/número total de células x 100, obtuvimos el 
porcentaje de proliferación celular. Al igual que en con el resto de parámetros 
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anteriormente mencionados, se tomaron fotografías de cada embrión y se analizó 
la señal fluorescente de 4 campos elegidos al azar de la zona decidual. 
En los experimentos 1.2 (sección 4.2.1.2) y 2.2 (sección 4.2.2.2) se determinó 
la apoptosis de los tejidos. Para la determinación del grado de apoptosis se hizo 
uso del módulo de fragmentación del programa ImageJ y se calculó el número de 
células en apoptosis por mm2 de tejido. Al igual que en con el resto de parámetros 
anteriormente mencionados, en el experimento 1.2 al menos 24 CL individuales 
fueron utilizados y en el experimento 2.2 (sección 4.2.2.2)  se tomaron fotografías 
de cada embrión y se analizó la señal fluorescente de 4 campos elegidos al azar 
de la zona decidual. 
En el experimento 1.3 (sección 4.2.1.3). se pretendía determinar la 
funcionalidad de la vasculatura luteal. Para ello se quiso analizar la relación entre 
la cantidad de vasos lectina+ (FITC, funcionales) respecto del total (PECAM+). Se 
cuantificaron, mediante Image pro Plus (tal y como se ha detallado anteriormente) 
tanto el área fluorescente lectina+ como el área total PECAM+. A continuación se 
dividió el área fluorescente FITC-lectina+ entre el área total PECAM+, y los 
resultados se expresaron como perfusión relativa de lectinas, es decir la relación 
entre vasos sanguíneos funcionales y totales. 
4.3.8. Análisis estadístico  
El análisis estadístico de los datos de los diferentes experimentos se llevó 
a cabo utilizando el programa SPSS (Stadistical Package for Social Sciences, 
versión 15.0, SPSS Inc., IL, US). Todos los datos están presentados como 
media+error estándar. El nivel de significancia estadística fue establecido en 
P<0.05.  
  En los experimentos de la sección 4.2.1., para comparar la medias de las 
muestras, se aplicó una ANOVA con una corrección de Bonferroni y un test t de 
student para muestras  desemparejadas. 
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En los experimentos de la sección 4.2.2., para la comparación de las 
medias individuales se aplicaron los test no paramétricos de Mann-Whitney y de 
Dunn de comparaciones múltiples. 
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5.1. Determinación del papel de la vía Dll4/Notch-1 en la angiogénesis luteal 
dependiente de VEGF/VEGR2 
5.1.1. Experimento 1.1: Identificación del proceso angiogénico y del fenotipo 
tip/stalk en la formación del cuerpo lúteo 
En nuestro primer experimento pretendimos evaluar la presencia del 
fenotipo tip/stalk en la angiogénesis que acontece en la formación del CL en 
condiciones fisiológicas. Para llevar a cabo dicha evaluación se hizo indispensable 
definir previamente el patrón de direccionalidad del crecimiento de los vasos 
sanguíneos en este órgano. De este modo, se realizó un estudio de la 
angiogénesis durante diferentes etapas del desarrollo del CL (18 hs, 24 hs y 48 
hs). En este sentido, se observó un patrón de crecimiento centrípeto en donde los 
vasos sanguíneos en crecimiento fueron identificados como estructuras PECAM 
positivas semicontinuas y longitudinales, los cuales surgían de la teca de manera 
perpendicular a ésta, de un modo que recuerda a los radios de una rueda (Fig. 
13). Los vasos fueron creciendo de este modo rellenando una cavidad que hasta 
el momento estaba totalmente vacía. El proceso angiogénico continuó hasta que a 
las 48hs aproximadamente, el CL estaba totalmente formado y ocupado por una 
gran cantidad de vasos sanguíneos, tal y como se explica en detalle en la figura 
13. Hemos optado por añadir un esquema justo arriba de las imágenes de 
inmunofluorescencia para ilustrar mejor como se desarrolla el proceso 
angiogénico, así como para remarcar donde se encontrarían hipotéticamente las 
células “tip”.  
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Fig. 13. Angiogénesis en la formación del CL. Representación esquemática e imágenes ilustrativas 
de la angiogénesis luteal. El esquema representa la direccionalidad y crecimiento centrípeto de los 
vasos sanguíneos del CL desde la teca hasta el centro del CL, señalando el lugar dónde 
hipotéticamente se encontrarán la células “tip”. Las imágenes muestran el patrón de expresión de 
PECAM (vascularización, en verde) en secciones de ovario de ratonas estimuladas con PMSG + hCG, 
a distintos tiempos del desarrollo del CL. Los vasos sanguíneos en crecimiento en la formación del CL 
son estructuras longitudinales que surgen perpendicularmente de la teca, la cual es circular, de un 
modo similar a los radios de una rueda. Los neovasos crecen hasta que todo el CL está completamente 
relleno de vasos sanguíneos, aproximadamente 48hs después de la administración de la hCG. 
Aumento original, 100X. 
Una vez determinado el patrón de crecimiento de los vasos sanguíneos en 
el desarrollo del CL, continuamos con la identificación del fenotipo tip/stalk. Según 
la hipótesis del fenotipo tip/stalk, en un brote angiogénico se encontrarán dos tipos 
de células endoteliales, las “tip” y las “stalk”. Las células “tip” se caracterizan por la 
expresión de Dll4 y la emisión de filopodios; las células “stalk” expresan Notch-1. 
De modo que, con el fin de identificar el fenotipo tip/stalk estudiamos los patrones 
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de co-expresión de Dll4 y Notch-1 con endotelio, mediante inmunofluorescencia 
doble, en el CL en desarrollo del ratón. Observamos que la localización del ligando 
Dll4 y de su receptor, Notch-1, se encontraba restringida principalmente a la 
vasculatura, dado que la tinción de tanto el ligando como el receptor, solapaban 
con la de PECAM (Fig. 14A y B), la cual corresponde a la vasculatura. Durante 
todo el estudio del desarrollo del CL, la señal de Dll4 estuvo prácticamente 
restringida al frente de avance del vaso sanguíneo, el cual guía el crecimiento del 
mismo. Por el contrario, la expresión de Notch-1 fue observada en la totalidad del 
vaso sanguíneo en crecimiento. No obstante estaba ausente en el frente de 
avance del vaso sanguíneo, zona donde sí se expresaba Dll4 (Fig. 14C). Este 
patrón de expresión en los vasos sanguíneos en crecimiento, fue complementario 
y prácticamente excluyente, ya que en las zonas donde se expresaba Dll4 no se 
expresaba Notch-1 y viceversa. Además, este patrón fue mantenido durante las 
primeras 48hs después de la administración de hCG, trascurrido este tiempo y 
coincidiendo con la finalización del desarrollo del CL, ya no fue observado (Fig. 
14C).  
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Fig. 14. Identificación de las características tip/stalk en el desarrollo del CL. Las imágenes 
muestran la detección doble inmunofluorescente de A) Dll4 y B) Notch-1 (en rojo) en combinación con 
PECAM (marcador de CE, en verde) en los ovarios de ratonas estimuladas con PMSG + hCG, 24 hs 
después de la administración de hCG. C) Detección por inmunofluorescencia de Notch-1 (en rojo) y 
Dll4 (en verde) en secciones seriadas de ovarios de ratonas estimuladas hormonalmente con PMSG + 
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hCG y sacrificadas a diferentes tiempos (18 hs, 24 hs y 48 hs) después de la administración de hCG. 
Los núcleos (en azul) han sido teñidos con 6-diamino-2-phenylindole (DAPI) para facilitar la localización 
del avance y crecimiento de las células invasivas; las áreas en amarillo corresponden a zonas de 
solapamiento de las señales roja y verde. Aumento original, 100X. 
Una vez constatada la presencia de un patrón de expresión de Dll4 y 
Notch-1 compatible con el fenotipo tip/stalk, quisimos determinar la presencia de 
filopodios en las supuestas células “tip”. Obtuvimos una representación en 3D de 
los vasos sanguíneos en crecimiento en un CL en desarrollo. Esto, nos permitió 
constatar la presencia de elongaciones compatibles con la presencia de filopodios, 
en las células del extremo del vaso sanguíneo en crecimiento, las cuales además 
expresaban Dll4 (Fig. 15B, asteriscos); además nos permitió hacernos una idea 
espacial de cómo se produce la angiogénesis en el CL, ya que este es una 
estructura tridimensional, y los cortes histológicos finos hacen que perdamos esta 
perspectiva. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 15. Identificación de los filopodios de las CE presentes en el avance del vaso sanguíneo en 
crecimiento en imágenes en 3D. Las imágenes ilustrativas muestran la detección con 
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inmunofluorescencia doble de Dll4 (en rojo) y PECAM (en verde), en secciones gruesas de ovarios 
provenientes de ratonas estimuladas con PMSG + hCG 24 hs después de la administración de hCG. 
En A) los núcleos celulares han sido teñidos con DAPI; las áreas en amarillo corresponden a zonas con 
solapamiento de las señales verde y roja. Nótese la expresión de Dll4 cerca del orificio presente en el 
centro del CL aún no completamente relleno y formado, mayoritariamente presente en el frente de 
avance del proceso invasivo. También nótese las elongaciones B), compatibles con la existencia de 
filopodios, en las CE que expresan Dll4 en el frente de avance de los vasos sanguíneos en crecimiento 
(seguramente células “tip”) (asteriscos).  
5.1.2. Experimento 1.2: Evaluación de los efectos de la inhibición de Dll4 en las 
características morfológicas del fenotipo tip/stalk en el cuerpo lúteo 
Una vez identificada la existencia de un fenotipo tip/stalk a partir de las 
características morfológicas de expresión de Dll4 y Notch-1 en endotelio, quisimos 
comprobar funcionalmente si el bloqueo del ligando Dll4 se reflejaría en una 
alteración de las características morfológicas que definen el fenotipo tip/stalk. Para 
ello hicimos uso de la administración del Dll4 BAb y a continuación evaluamos 
varios parámetros. En primer lugar analizamos si el patrón de expresión de Dll4 se 
alteraba en los CL de animales tratados respecto de los animales control. También 
estudiamos el patrón de expresión de Dll4 y VEGFR2, ya que, en condiciones 
fisiológicas, las células “tip” expresan Dll4 en mayor proporción y VEGFR2 en 
menor proporción y las “stalk” VEGFR2 además de Notch-1. Para completar la 
evaluación de los efectos de la inhibición de Dll4 en la vasculatura luteal 
procedimos a cuantificar la densidad vascular y la expresión global de VEGFR2.  
Como ya se ha comentado anteriormente, en los vasos sanguíneos del CL en 
desarrollo, la expresión de Dll4 está prácticamente restringida al extremo de los 
vasos sanguíneos.  De hecho, la co-expresión de PECAM y Dll4 fue observada 
prácticamente de forma exclusiva en el frente de avance de los vasos sanguíneos 
en crecimiento (Fig. 16B, control). A continuación combinamos la tinción de Dll4 
con la de VEGFR2. Dll4 estaba sólo presente en la punta (“tip”), mientras que 
VEGFR2 estaba presente sobre todo en las células “stalk” de los vasos 
sanguíneos, aunque su expresión no era muy abundante (Fig. 16A, control y 
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esquema). Al administrar el Dll4 BAb observamos que el patrón de expresión de 
Dll4 sufrió una abrupta modificación. Dll4 pasó de estar prácticamente restringido 
al frente de avance de los vasos sanguíneos en crecimiento en los animales del 
grupo control (tratados con una IgG inespecífica), a una expresión promiscua en el 
grupo experimental (tratados con Dll4) (Fig. 16A y B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 16. Efectos del bloqueo de Dll4 en las características morfológicas de fenotipo tip/stalk. Las 
imágenes muestran la detección por inmunofluorescencia doble de Dll4 (en rojo) en combinación con 
A) PECAM y B) VEGFR2 (ambos en verde), en los ovarios de ratonas estimuladas con PMSG + hCG y 
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tratadas con una IgG inespecífica humana o Dll4 BAb y sacrificadas 24hs después de la administración 
de hCG. El solapamiento de ambas señales es mostrado en amarillo. Un esquema explicativo ha sido 
añadido al final de la figura con el fin de ilustrar mejor los patrones de expresión observados tanto en 
los animales control como en los tratados. Nótese como el patrón de expresión de Dll4 cambia de estar 
prácticamente restringido al frente de avance de los vasos sanguíneos en crecimiento en el grupo 
control (tratados con IgG inespecífica) a una expresión promiscua en el grupo experimental (tratados 
con Dll4 BAb). Magnificación original, X400. 
 Este patrón de expresión alterado se asoció con la aparición de una 
vasculatura anormalmente engrosada (Fig. 17A), la cual ocupaba una gran área 
del CL. De hecho, los análisis cuantitativos de PECAM (Fig. 17A, gráfico) y 
VEGFR2 (Fig. 17B, gráfico) confirmaron un aumento de la densidad de la 
vasculatura del CL y de la expresión de VEGFR2, de 2 a 3 veces en animales 
tratados con Dll4 respecto de los animales tratados con una IgG inespecífica 
(animales control). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17. Efectos del bloqueo de Dll4 en las características morfológicas del fenotipo tip/stalk en 
la vasculatura luteal. A) Patrón de expresión ilustrativo de PECAM (vascularización) y gráfico del 
análisis cuantitativo del área luteal teñida con PECAM en los ovarios de ratonas estimuladas con 
PMSG + hCG, y tratadas con una IgG inespecífica (control) o Dll4 BAb y sacrificadas 24hs después de 
la administración de hCG. B) Patrón de expresión ilustrativo de VEGFR2 y gráfico del análisis 
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cuantitativo del área luteal teñida con VEGFR2, en los mismos animales. Nótese el dramático 
incremento de A) la densidad vascular luteal y de B) VEGFR2 en animales tratados con Dll4 BAb 
respecto animales tratados con una IgG inespecífica (control). *P<0.05. Magnificación original, X100.  
Por otro lado, el número similar de CL contados en los ovarios 
contralaterales de los sujetos experimentales (9,2 + 0,5) al compararlos con los 
sujetos control (8,7 + 0,7) indica que la alteración de las características 
morfológicas del fenotipo tip/stalk y el aumento de la densidad vascular luteal 
inducida por la inhibición de la vía de señalización de Dll4 durante la fase 
preovulatoria no afecta a las tasas de ovulación o interfiere con la formación de la 
estructura del CL.   
5.1.3 Experimento 1.3: Evaluación de los efectos de la inhibición de Dll4 en la 
funcionalidad de la vasculatura luteal y del propio cuerpo lúteo 
En nuestro siguiente set de experimentos evaluamos si la administración 
del Dll4 BAb tenía efecto sobre la funcionalidad de la vasculatura luteal y por 
extensión en la del propio CL. Para ello procedimos a determinar el porcentaje de 
vasos sanguíneos teñidos con lectinas. Las lectinas son útiles para determinar la 
funcionalidad de los vasos sanguíneos ya que una vez inyectadas de manera 
intravenosa fluyen por el torrente sanguíneo y se adhieren a azúcares específicos 
en la superficie de las CE. Las lectinas por ende, sólo pueden llegar, unirse y teñir 
aquellos vasos sanguíneos perfundidos, es decir, funcionales, pero no a aquellos 
con un lumen defectuoso. Observamos que, 48hs después de la administración de 
hCG, existía un descenso dramático en la vascularización (PECAM positivo) con 
marca de lectinas en CL de animales tratados con Dll4 BAb al compararlos con los 
CL de animales control (Fig. 18A y B), Esta ausencia de marca de lectinas era 
indicativo de un descenso en el nivel de perfusión de los vasos en el grupo 
tratado. Así pues, si bien el aumento de vasos era más que evidente en el grupo 
tratado (Fig. 18A), únicamente un 10% era funcional comparado con el 70% en el 
grupo control (Fig. 18A y B). 
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Este patrón de vasculatura no funcional fue particularmente evidente en la 
parte central interna del CL, zona que las lectinas fueron incapaces de alcanzar en 
animales tratados con Dll4 BAb. Este patrón contrasta con el patrón observado en 
animales tratados con IgG inespecífica (control), en los cuales las lectinas tiñeron 
homogéneamente todo el CL (Fig. 18A).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 18. Efecto del Dll4 BAb en la integridad vascular y en su funcionalidad. A) Imágenes 
ilustrativas correspondientes a la determinación de la funcionalidad vascular del CL por detección 
complementaria de la perfusión intravital de lectinas (vasos sanguíneos con perfusión, es decir 
funcionales, en verde) y PECAM (cantidad total de vasos sanguíneos, en rojo) en secciones ováricas 
seriadas contiguas de ratonas estimuladas con PMSG + hCG tratadas con una IgG inespecífica o Dll4 
BAb y sacrificadas 48hs tras la hCG. B) Gráfico correspondiente al análisis de la funcionalidad 
RESULTADOS 
  
79 
vascular, como el porcentaje de área PECAM-positiva marcada con lectinas en los mismos animales. 
Nótese como en el CL completamente formado de un animal control (izquierda) se observa una tinción 
homogénea de lectinas, la cual es prácticamente complementaria con la tinción de PECAM en la zona 
interna de CL. Mientras que en el CL de un animal tratado con Dll4 BAb se puede apreciar una falta de 
tinción de lectinas en la parte central, pese a la presencia de señal positiva para PECAM. Este patrón 
es compatible con la presencia de vasos sanguíneos poco perfundidos (como se muestra en B), es 
decir disfuncionales. *P<0,05. Magnificación original, X40. 
Puesto que la funcionalidad de la vasculatura luteal parecía estar 
comprometida por la administración del Dll4 BAb, quisimos evaluar si la 
funcionalidad del CL había sido también afectada. Para ello procedimos a evaluar 
la presencia tanto de luteolisis estructural como funcional. Para evaluar la luteolisis 
estructural determinamos el grado de apoptosis en los ovarios contralaterales a los 
utilizados para el estudio de perfusión. Observamos un aumento de la muerte 
celular programada en los CL de los animales tratados con Dll4 BAb; sin embargo, 
este incremento no fue estadísticamente significativo (datos no mostrados). Para 
el análisis funcional, determinamos los niveles séricos de P. Observamos un claro 
y estadísticamente significativo descenso en los niveles séricos de P en los 
animales tratados con Dll4 respecto de los control (Fig. 19). Pese a que los niveles 
de P no cayeron drásticamente, sí indican la presencia de efectos luteolíticos, lo 
cual sugiere que la inhibición de la señalización de Dll4 provoca una alteración de 
la funcionalidad vascular, la cual puede ser suficiente para afectar parcialmente la 
funcionalidad del CL de las ratonas.  
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Fig. 19. Efecto del Dll4 BAb en la función del CL. Gráfico correspondiente al estudio de la 
funcionalidad luteal determinada por la cantidad de P circulante en ratonas estimuladas con PMSG + 
hCG tratadas con una IgG inespecífica o Dll4 BAb y sacrificadas 48hs tras la hCG. Nótese que los 
niveles de P en los animales tratados con Dll4 BAb disminuyen al compararlos con el grupo control, 
esta disminución, aunque no es drástica sí que indica la presencia de un deterioro en la funcionalidad 
luteal. *P<0,05.  
5.2. Determinación del papel de la vía Dll4/Notch-1 en la angiogénesis 
decidual dependiente de VEGF/VEGFR2 
-  Determinación del comportamiento del anticuerpo YW512F (Dll4 BAb) in vivo  
Una vez definido el papel de la vía Dll4/Notch-1 en el ovario, nos fijamos la 
meta de evaluar su implicación en la angiogénesis decidual. Dado que 
observamos que los niveles séricos de P se podían ver afectados por la 
administración de Dll4 BAb ya habíamos previsto el uso de ratonas PROP para 
alcanzar nuestros objetivos. Sin embargo, para descartar efectos directos del Dll4 
BAb sobre el embrión y restringir estos efectos a la angiogénesis decidual 
realizamos una serie de experimentos preliminares en los cuales administramos el 
Dll4 BAb en diferentes tiempos y evaluamos la presencia de este en decidua y en 
embrión. Estos experimentos nos permitieron decidir que día de desarrollo 
embrionario era el óptimo para administrar el Dll4 BAb para la consecución de 
nuestros objetivos. Los animales fueron tratados en E 4.5 (sacrificados en E 6.5 y 
E 8.5) y en E 8.5 (sacrificados en E 9.5). El anticuerpo fue detectado en el útero, 
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pero no en las estructuras embrionarias de los animales tratados en E 4.5 (Fig. 
20A) cuando se evaluaron en día 6.5. En animales tratados en 4.5 no detectamos 
en E 8.5 tinción especifica ni en útero ni en estructuras embrionarias (Fig. 20B) 
(aunque si que observamos un poco de tinción inespecífica en las células gigantes 
y en las zonas placentarias, pero esta era totalmente inespecífica. Datos 
suplementarios, no mostrados). Estos datos sugieren que si el anticuerpo es 
administrado en día E 4.5 o bien no se une a las estructuras embrionarios o 
directamente no consigue penetrar en el embrión. Por el contrario, cuando los 
animales fueron inyectados en 8.5 nosotros observamos en E 9.5 marcaje para 
Dll4 BAb tanto en útero como en los embriones (Fig. 20C). Esto significa que si 
administramos el Dll4 BAb más allá de E 4.5 no es posible discernir entre los 
efectos causados por el Dll4 BAb en la decidua uterina de los efectos en el 
embrión durante ese periodo. Basándonos en estos datos preliminares, decidimos 
administrar el Dll4 BAb en E 4.5 (nunca más tarde), con el fin de tratar de restringir 
los efectos de este en la decidua uterina.  
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Fig. 20. Comportamiento del anticuerpo YW152F in vivo. Las imágenes muestran cortes 
histológicos de úteros conteniendo embriones de A) E 6.5, B) 8.5 y C) 9.5 de animales que recibieron el 
Dll4 BAb (imágenes de la derecha) o una IgG humana inespecífica (imágenes de la izquierda) en 
diferentes E. Las mismas imágenes son mostradas en canal visible y en rojo. El Dll4 BAb fue detectado 
utilizando un anticuerpo secundario biotinilado conjugado con el fluorocromo Alexa594. En el primer 
experimento, ratonas PROP recibieron el Dll4 BAb o la IgG inespecífica (control) en E 4.5 y fueron 
sacrificados en A) E 6.5 o B) E 8.5. La señal del Dll4 BAb (rojo) fue detectada en el útero pero no en los 
embriones del mismo (círculos naranjas) en E 6.5. B) En E 8.5, no se observó señal especifica ni en el 
útero ni en los embriones. C) En un segundo experimento, los animales recibieron el Dll4 BAb o la IgG 
inespecífica (control) en E 8.5 y fueron sacrificados en E 9.5. Nótese que la señal del Dll4 BAb fue 
detectada tanto en el útero como en los embriones de estos animales. Magnificación original, 100X (A y 
B), 40X (C). Escalas 150 µm.  
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5.2.1. Experimento 2.1: Identificación del fenotipo tip/stalk en la formación de la 
decidua  
Con la finalidad detectar el fenotipo tip/stalk en la formación de la decidua, 
estudiamos la expresión de Dll4 y de PECAM en deciduas de E 5.5 y E 6.5. 
Elegimos estos E por que es cuando el proceso angiogénico en más activo. Sin 
embargo, tuvimos que afrontar algunas dificultades asociadas a las características 
estructurales de la decidua. En E 5.5, la tinción doble de Dll4 y PECAM de los 
animales control sugirió que, Dll4 se encontraba ampliamente expresado durante 
toda la decidua pero, restringido prácticamente a los vasos sanguíneos 
deciduales, no mostrando ningún patrón específico de expresión polarizada (Fig. 
21A). Sin embargo, esto cambió en E 6.5, en este día un pudimos observar un 
esporádico y de alguna manera polarizado patrón de expresión de Dll4 en los 
animales del grupo control. En este patrón polarizado pudimos observar como la 
tinción de Dll4 se restringía a sitios específicos de los vasos sanguíneos y estaba 
ausente en otros, no encontrándose expresado en todo el vaso, como ocurría en E 
5.5 (Fig. 21B, flechas blancas). Este hecho fue interpretado por nosotros del 
siguiente modo: estas zonas de los vasos, las cuales expresan Dll4, corresponden 
al frente de avance de los vasos sanguíneos en crecimiento, es decir a las células 
“tip”, mientras que el resto de zonas de los vasos sanguíneos que no presentan 
tinción de Dll4 representan las regiones (células) “stalk”. Este patrón de expresión 
de Dll4 polarizado fue observado surgiendo de la zona de la decidua que recubre 
al embrión y esparciéndose lejos de este, al igual que crecen los vasos 
sanguíneos. El esquema de la figura 21 muestra este patrón de crecimiento, 
donde las flechas verdes indican el frente del avance del crecimiento angiogénico 
predicho. Sin embargo, cabe destacar que estas interpretaciones fueron 
meramente especulativas puesto que ante la imposibilidad de observar la 
direccionalidad de crecimiento de los vasos sanguíneos no fue posible identificar 
la punta del avance, y por tanto el fenotipo tip/stalk morfológicamente. 
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Fig. 21. Identificación de las características tip/stalk en la decidua en E 5.5. y E 6.5 en 
condiciones fisiológicas. A) En E 5.5, la tinción de Dll4 (en color rojo) solapa en su mayoría con la 
tinción de PECAM marcador de CE (en color verde). El color amarillo representa el solapamiento de 
ambas tinciones, es decir, la co-expresión de Dll4 y PECAM, en azul se muestran los núcleos, teñidos 
con DAPI. B) En E 6.5, la expresión de Dll4 (en rojo) es esporádica, con toda probabilidad 
representando el frente de avance de crecimiento de los vasos sanguíneos, mientras que la señal de 
PECAM (en verde) esta ampliamente distribuida por toda la decidua. Magnificación original, X100. 
Escalas, 150 µm 
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5.2.2. Experimento 2.2: Evaluación de los efectos de la inhibición de Dll4 en las 
características morfológicas del fenotipo tip/stalk en la decidua 
Una vez identificado un patrón de expresión de Dll4 y PECAM, que sugería la 
existencia de un fenotipo tip/stalk quisimos comprobar funcionalmente si el 
bloqueo del ligando Dll4 se reflejaría en una alteración de las características 
morfológicas que definen el fenotipo tip/stalk. Para ello hicimos uso de la 
administración del Dll4 BAb en ratonas PROP en E 4.5. Estas ratonas fueron 
sacrificadas en E 5.5, E 6.5 y E 9.5 y a continuación varios parámetro fueron 
evaluados. No continuamos el estudio más allá de E 9.5, debido a que a partir de 
este punto del desarrollo en nivel de necrosis tisular en la decidua de los animales 
tratados hacía imposible el análisis morfológico.  
- Patrón de expresión de Dll4: en primer lugar analizamos si el patrón de 
expresión de Dll4 y PECAM se alteraba en las deciduas de los animales tratados 
con el Dll4 BAb con respecto a los animales control. En condiciones fisiológicas, 
las células “tip” expresan Dll4 y las “stalk” solo PECAM. Observamos que el patrón 
de expresión de Dll4 restringido y polarizado, que habíamos ya descrito en la 
sección anterior (5.2.1.) en E 6.5 en condiciones fisiológicas, se repetía en 
nuestros animales control. Sin embargo, esto contrastaba totalmente con la 
expresión promiscua de Dll4 observada en prácticamente todos los vasos 
sanguíneos en los animales tratados con Dll4 BAb (Fig. 22A, Dll4 BAb). 
- Expresión Dll4: junto a lo mencionado, también cuantificamos la expresión 
de Dll4 en las deciduas de animales control y tratados. Esta cuantificación puso de 
manifiesto un incremento del doble al triple en la cantidad de Dll4 en la decidua de 
los animales del grupo tratado respecto de los controles en los días E 5.5 y E 6.5. 
Sin embargo, el nivel de expresión de Dll4 en la decidua de animales tratados en 
E retornó a sus niveles normales (similares a los del grupo control) en E 9.5, 
coincidiendo con los primeros indicios de disrupción del desarrollo del embarazo 
en el grupo tratado (Fig. 22B y 22C). 
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!Fig. 22. Efecto de una sola administración del Dll4 BAb en E 4.5 en la expresión decidual de Dll4 
en E 5.5, 6.5 y 9.5. A) En los animales control, en E 6.5, la expresión de Dll4 (en rojo) es esporádica, 
con toda probabilidad representando el frente de avance de crecimiento de los vasos sanguíneos, 
mientras que la señal de PECAM (en verde) esta ampliamente distribuida por toda la decidua. Por el 
contrario, en los animales tratados con el Dll4 BAb, la expresión de Dll4 (en rojo) es promiscua, 
solapando prácticamente con la señal de PECAM (en verde). El color amarillo representa el 
solapamiento de ambas tinciones, es decir, la co-expresión de Dll4 y PECAM, en azul se muestran los 
núcleos, teñidos con DAPI. La imagen esquemática de la derecha muestra la dirección del crecimiento 
de los vasos sanguíneos en forma de flechas verdes, con el extremo de la flecha representando del 
frente de avance del brote vascular y el recuadro representa el área analizada. B) Imágenes 
representativas de la expresión de Dll4 (en rojo) en deciduas de animales control y tratados durante el 
embarazo. Nótese el incremento de la expresión de Dll4 y por ende de su tinción. C) Cuantificación de 
la expresión de Dll4 expresado como porcentaje de la decidua ocupado por Dll4. Nótese el incremento 
estadísticamente significativo de la expresión de Dll4 en los animales tratados respecto de los control 
en E 5.5 y E 6.5. *P<0,05. Magnificación original, X100. Escalas, 150 µm. 
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- Vascularización: para completar la evaluación de los efectos de la inhibición 
de Dll4 en la vasculatura decidual procedimos a cuantificar la densidad vascular. 
En condiciones fisiológicas normales (grupo control), el análisis cualitativo de la 
vascularización, analizado con la tinción de PECAM, mostró un incremento en la 
densidad vascular en E 6.5 comparado con E 5.5; sin embargo esta densidad 
vascular disminuyó en E 9.5 (Fig. 23A y B). Curiosamente, el mismo patrón de 
incremento y descenso de la densidad vascular, pero mucho más pronunciado, fue 
observado en la decidua de los animales tratados con el Dll4 BAb (Fig. 23A y B). 
Al comparar la densidad vascular decidual del grupo control y el tratado, no se 
observaron diferencias el día después de la inyección del Dll4 BAb (Fig. 23A y B, E 
5.5). Sin embargo, sí se observó en E 6.5 un incremento de la densidad vascular 
del 85% en el grupo tratado (Fig. 23A y B, P<0,05), seguido por un descenso del 
50% en los animales tratados con Dll4 BAb en E 9.5 (P<0,05). Así pues, si bien el 
patrón de cambios de la densidad vascular durante la decidualización se mantuvo 
similar en ambos grupos, el patrón de expresión alterado de Dll4 debido a la 
administración del Dll4 BAb hizo que estos cambios fueran mucho más 
pronunciados (Fig. 23A y B). 
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Fig. 23. Análisis cualitativo y cuantitativo de la densidad vascular en E 5.5, 6.5, 9.5 en animales 
tratados con Dll4 BAb y animales control. A) El análisis subjetivo morfológico de la densidad 
vascular decidual muestra tanto un aumento como un posterior descenso más pronunciado de la 
vascularización (PECAM, en verde) en los animales del grupo tratado respecto de los animales del 
grupo control en E 6.5 y 9.5; con valores similares en ambos grupos en E 5.5. B) El análisis cuantitativo 
de la densidad vascular no pone de manifiesto diferencias en E 5.5 entre los dos grupos, pero si se 
puede observar un aumento significativo de la densidad vascular en el grupo tratado con Dll4 BAb en E 
6.5 y un descenso en E 9.5  al compararlo con el grupo control. *P<0,05. Magnificación original, X100. 
Escalas, 150 µm. 
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 - Proliferación celular: a continuación y con el fin de profundizar en el 
conocimiento del hipotético responsable del incremento de la densidad vascular 
observado en ratonas PROP tratadas con Dll4 BAb en E 4.5, evaluamos los 
efectos de la interferencia de Dll4 sobre la proliferación celular decidual. Esta 
evaluación se realizó empleando la tinción de Ki67. Observamos que las deciduas 
de los animales control, mostraron un pico proliferativo en E 5.5, con el 
subsiguiente descenso de la división celular de aproximadamente del 40 al 10% 
en E 6.5 y otro descenso 
posterior en E 9.5 dejando los 
niveles de proliferación celular en 
aproximadamente un 6%. Por el 
contrario, la proliferación celular 
en animales tratados con Dll4 
BAb no descendió de manera 
significativa en E 6.5 (Fig. 24A 
and B). Curiosamente, en E 9.5 la 
proliferación del grupo de 
animales tratado descendió de 
una manera muy acusada hasta 
el punto de ser incluso menor que 
la del grupo control (Fig. 24A and 
B). Este descenso en la 
proliferación celular en E 9.5 está 
en concordancia con el alto grado 
de necrosis observado en 
deciduas de E 9.5.  
 
Fig. 24. Análisis cualitativo y cuantitativo de la proliferación celular en la decidua de animales 
tratados con Dll4 BAb y animales control en E 5.5, 6.5 y 9.5. A) Las imágenes muestran la tinción 
de las células proliferativas con el marcador de proliferación celular Ki67 (en color verde), y  B) gráfico 
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representando el análisis cuantitativo de la proliferación celular en el tejido decidual de los días E 5.5, 
6.5 y 9.5. Nótese el dramático incremento de la proliferación celular (A, B) en 6.5, en las deciduas de 
animales tratados con Dll4 BAb comparados con los control; especialmente en el área de la decidua 
que rodea al embrión, y como estos parámetros se ven disminuidos drásticamente en los animales 
tratados con Dll4 BAb en E 9.5. *P<0,05. A) Magnificación original, X40. Escalas, 450 µm. B) 
Magnificación original, X100. Escalas, 150 µm. 
- Apoptosis: para finalizar, decidimos evaluar si el descenso en la 
vascularización observado en la decidua se correspondía con un aumento de la 
muerte celular programada. Para 
ello determinamos el grado de 
apoptosis, en las deciduas de 
todos los E estudiados. En 
animales control el grado de 
apoptosis no cambió de manera 
significativa durante todo el 
proceso de decidualizacion, como 
muestran los análisis de los días 
E 5.5, 6.5 y 9.5 (Fig. 25C y D). 
Este dato contrasta de manera 
evidente con el enorme 
incremento en la apoptosis 
observado en los animales del 
grupo tratado con Dll4 BAb desde 
E 5.5 hasta E 6.5, seguido por un 
agudo descenso en E 9.5 (Fig. 
25C y D). El agudo descenso en E 
9.5 iba asociado a tejidos 
deciduales necróticos.  
Fig. 25. Análisis cualitativo y cuantitativo del grado de apoptosis en la decidua de animales 
tratados con Dll4 BAb y animales control en E 5.5, 6.5 y 9.5. A) Las imágenes representativas 
muestran la tinción de las células en apoptosis [las cuales expresan DNAsa I (en color rojo),  DNAsa II 
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(en color verde) o ambas (en color amarillo)] en deciduas de E 6.5 y 9.5; y B) gráfico representando el 
análisis cuantitativo la apoptosis en el tejido decidual de los días E 5.5, 6.5 y 9.5. Nótese el dramático 
incremento de la apoptosis (A, B) en 6.5, en las deciduas de animales tratados con Dll4 BAb 
comparados con los control; especialmente en el área de la decidua que rodea al embrión, y como 
estos parámetros se ven disminuidos drásticamente en los animales tratados con Dll4 BAb en E 9.5. 
*P<0,05. A) Magnificación original, X40. Escalas, 450µm. B) Magnificación original, X100. Escalas, 150 
µm. 
5.2.3. Experimento 2.3: Efectos del Dll4 BAb en el desarrollo embrionario y en la 
funcionalidad de la decidua 
 Para estar seguros de que los efectos observados sobre el desarrollo 
embrionario no se debían a deficiencias de P por mal empleo del modelo de 
ratonas PROP, en primer lugar evaluamos los niveles de esta hormona, tanto en 
animales control como tratados con Dll4 BAb. Los niveles de P se mantuvieron, en 
ambos grupos de animales, de manera estable en valores cercanos a 30 ng/ml 
durante todo el periodo observacional (E 5.5-E 13.5) gracias a la administración 
exógena de P en las ratonas PROP (Fig. 26), esta cantidad de P en suero es 
suficiente para permitir un desarrollo embrionario normal.  
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 26. Niveles de P (ng/ml) en ratonas PROP tratadas con Dll4 BAb o con una IgG humana 
inespecífica (control). Nótese la ausencia de diferencias estadísticamente significativas en la 
concentración sérica de P (media+SD) entre el grupo tratado y el control en todos los puntos 
temporales estudiados (de E 5.5 a E 13.5). Puesto que no se produjeron abortos en los animales 
RESULTADOS 
  
92 
control ni interferencia con el embarazo normal estos datos sugieren que los nivel de P séricos 
alcanzados con la suplementación exógena (aprox. 30 ng/ml), son suficientes para permitir el desarrollo 
normal del embarazo en ausencia de ovarios en ambos grupos. P<0,05. 
Al comparar macroscópicamente los úteros conteniendo los embriones de 
animales que recibieron, en E 4.5, una inyección de Dll4 BAb con el grupo control 
(los cuales recibieron una inyección de una IgG inespecífica humana) no se 
observaron diferencias en la apariencia tanto de los úteros como de los embriones 
(Fig. 27A), ni en el peso medio de los sitios de implantación (Fig. 27B) hasta el E 
8.5 Sin embargo, esto cambió a partir del E 9.5. En este punto del embarazo, los 
úteros del grupo tratado con el Dll4 BAb presentaron un color oscuro, consistente 
con la presencia de hemorragias en los sitios de implantación. Además, las 
estructuras embrionarias eran mucho más difíciles de identificar o habían sido 
completamente reabsorbidas, especialmente en las etapas más tardías del 
desarrollo embrionario (Fig. 27A, E 13.5). De manera consistente con estos datos, 
al calcular el peso medio de los sitios de implantación, pudimos observar una 
disminución significativa de este a partir del E 9.5 (P<0,05, Fig. 27B), mientras que 
el número de sitios de implantación determinado por inspección visual no fue 
diferente entre ambos grupos. Esto podría indicar que los cambios observados en 
el desarrollo decidual inducidos por el Dll4 BAb afectaron al desarrollo embrionario 
a partir de E 8.5 y no antes. Este hecho concuerda con el descenso significativo 
en el número de embriones (pero no de sitios de implantación) contados en el 
grupo tratado comparado con el  control (P<0,05, Fig. 27C), el cual empieza en E 
9.5. Como el número de sitios de implantación no fue diferente entre el grupo 
tratado y el grupo control durante todo el periodo de observación (E 5.5-E 13.5, 
Fig. 27C), parece que el tratamiento con el anticuerpo bloqueante de Dll4 no 
afecta al proceso temprano de implantación pero si afecta al subsiguiente  
desarrollo embrionario.  
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Fig. 27. Efectos macroscópicos del Dll4 BAb en el desarrollo del embarazo en el periodo E 5.5-E 
13.5. (A) Imágenes representativas de los úteros de animales tratados con Dll4 BAb y de animales 
control. Nótese la presencia de sitios de implantación hemorrágicos en los animales tratados (Dll4 BAb) 
y como las estructuras embrionarias se presentan reducidas en tamaño, difíciles de detectar o 
simplemente totalmente reabsorbidas (E 9.5 y E 13.5).  (B) Gráfico representando el peso medio de los 
sitios de implantación (peso del útero/número de sitios de implantación) (media + SD), en el se puede 
observar como el peso medio de los sitios de implantación es significativamente menor en los animales 
del grupo tratado respecto a los del grupo control a partir de E 9.5 (n=5) (P<0,05). (C) La administración 
del Dll4 BAb no afecta al número de sitios de implantación (E 5.5-E 13.5), sin embargo si provoca la 
disminución del número de embriones (P<0,05), empezando en E 9.5 (n=5). 
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La angiogénesis es un proceso fisiológico necesario para el 
mantenimiento de la homeostasis y del buen funcionamiento del organismo 
(DeWitt, 2005). Durante el desarrollo embrionario, el proceso angiogénico es 
crucial y se da en todos los tejidos del organismo, dado que para poder formarse y 
desarrollarse los diferentes tejidos necesitan de un aporte de nutrientes elevado, 
los cuáles llegan a través de los vasos sanguíneos. Sin embargo, en el adulto, la 
mayor parte del proceso angiogénico permanece quiescente (Engerman, 1967; 
Hobson, 1984), observándose sólo en algunos procesos fisiológicos [tejidos 
reproductivos y en curación de heridas (Smith, 1998)] y patológicos [retinopatía 
diabética y neoplasias (Kirsner, 1993; Clark, 1993; Hanahan, 1996)]. Debido a la 
gran importancia de la angiogénesis en procesos patológicos, esta ha sido 
ampliamente estudiada, incidiéndose en la posible utilización de la terapia 
antiangiogénica en cáncer (Juczewska, 1997) y otras enfermedades como la 
endometriosis (Novella-Maestre, 2009). Sin embargo, poco se sabe sobre la 
regulación de la angiogénesis en tejidos reproductores. Esto no deja de ser 
sorprendente, teniendo en cuenta la gran cantidad de problemas y disfunciones 
reproductivas que pueden estar causadas o agravadas por una angiogénesis 
defectiva, como por ejemplo los ovarios poliquísticos (Gomez, 2011) el SHO 
(Gomez, 2011), el aborto de repetición (Coulam, 2008) o la preeclampsia 
(Dechend, 2008; Wang, 2009). Es bien sabido que el VEGF, además de ser clave 
en la angiogénesis fisiológica (Stahl, 2008) y en procesos tumorales (Carmeliet, 
2005), también tiene un papel crucial en la angiogénesis reproductiva, sobre todo 
en la que ocurre en la formación del CL (Zimmermann, 2001) y de la decidua 
(Douglas, 2009), actuando a través de su receptor VEGFR2. Sin embargo, el 
proceso angiogénico es tan complejo, y requiere de una regulación tan 
sumamente minuciosa, que se hace impensable que un solo factor, el VEGF, 
pueda ser el responsable del buen funcionamiento de todo el proceso (Risau, 
1997). Parece lógico que otros factores pudieran estar implicados en la 
modulación de la señal y en los últimos 15 años se ha realizado un esfuerzo 
exponencial en su identificación y caracterización (Robinson, 2009). En este 
sentido ha ido ganando terrreno la idea de que el sistema Notch es el principal 
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modulador de la acción de VEGF en el proceso angiogénico (Thurston, 2007; 
Thurston, 2008; Dufraine, 2008; Siekmann, 2008). Teniendo esto en mente, nos 
planteamos que sería muy interesante conocer como se modula, en condiciones 
fisiológicas, el complejo proceso de angiogénesis reproductiva iniciado por la vía 
de señalización VEGF/VEGFR2 a través de la vía Dll4/Notch-1. Aventuramos que 
el conocimiento de cómo se regula esta angiogénesis reproductiva podría ser muy 
útil a medio y largo plazo para implementar los tratamientos de desórdenes 
reproductivos asociados. 
El papel de la vía Dll4/Notch-1 en la angiogénesis folicular ya había sido 
estudiado por un grupo con el que tenemos estrecha colaboración (Jovanovich, 
2011), por lo que quisimos conocer si esta vía de regulación estaba involucrada en 
otras dos estructuras con angiogénesis reproductiva, como son el CL y la decidua. 
Para ello dividimos esta tesis en dos partes bien diferenciadas; en las que 
abordamos su papel en la formación de cada uno ellos.  
La vía Dll4/Notch-1 tiene una curiosa forma de frenar la angiogénesis, la 
cual ha dado lugar a la hipótesis del fenotipo tip/stalk. Esta hipótesis propone que 
durante el crecimiento de los neovasos iniciado por la vía VEGF/VEGFR2, hay una 
comunicación recíproca entre las CE a través de la vía Dll4/Notch-1, 
determinándose de este modo que CE guían el avance del vaso sanguíneo en 
crecimiento (células “tip”) y que CE siguen a las primeras (células “stalk”) 
(Limbourg, 2005; Gerhardt, 2008). Las células “tip” se caracterizan por la emisión 
de filopodios y por la expresión de Dll4, el cual activa al receptor Notch-1 en las 
células “stalk”; Notch-1 a su vez inhibe la expresión de Dll4 en las células “stalk”. 
De este modo se inica un proceso de retroalimentación negativa, cuyo resultado 
es la restricción del desarrollo de nuevos brotes angiogénicos, incluso en la 
presencia del estímulo que desencadenó todo el proceso, el VEGF. De modo que, 
con la expresión específica de Dll4 en las células “tip” se establece una jerarquía 
en las CE del vaso sanguíneo en crecimiento, evitándose el brote y crecimiento 
caótico de los vasos sanguíneos (Lobov, 2007).  
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Los  fenómenos de tip/stalk en condiciones fisiológicas se han descrito 
principalmente en retina durante su desarrollo post-natal (Lobov, 2007; Hellstrom, 
2007; Suchting, 2007; Dufraine, 2008) y en condiciones patológicas en modelos de 
crecimiento tumoral (Ridgway, 2006; Noguera-Troise, 2006; Thurston, 2007; 
Dufraine, 2008). Se ha visto, que la inhibición de la vía de señalización Dll4/Notch-
1 y por ende de la disrupción del fenotipo tip/stalk, provoca una expresión 
promiscua y aumentada de Dll4, perdiéndose la jerarquía de las CE en el vaso 
sanguíneo en crecimiento. Esto conlleva un aumento de la vascularización 
(Suchting, 2007) y por ende, de la proliferación de CE. Todas estas alteraciones a 
nivel morfológico tienen repercusión en la funcionalidad de la retina, ya que esta 
angiogénesis excesiva es paradójicamente, no funcional, hecho conocido como la 
paradoja del Dll4 (Dufraine, 2008). Estos hallazgos también han sido corroborados 
en modelos tumorales murinos (Ridgway, 2006; Thurston).  
Curiosamente, la angiogénesis que ocurre en la retina post-natal es muy 
similar a la que acontece en el desarrollo del CL. Ambos órganos son estructuras 
vacías y avasculares en el inicio del desarrollo, después una intensa angiogénesis 
comienza el rellenado de dichas estructuras. Dadas las similitudes entre este 
órgano y el CL, junto con el hecho de que los componentes del sistema Notch se 
expresan en ovario (Vorontchikhina, 2005), nuestra hipótesis de partida fue que la 
angiogénesis en CL podría estar regulada de un modo similar al de la retina y por 
ende que quizás la propia angiogénesis en los órganos reproductivos también lo 
estuviera. Asumiendo que las características del fenotipo tip/stalk descritas aplican 
del mismo modo en retina que en estructuras reproductivas, uno esperaría 
consecuencias similares al interferir en la funcionalidad de este fenotipo.  
Así pues nosotros razonamos que el bloqueo de Dll4 podría cursar de 
igual modo con la aparición de fenómenos de paradoja del Dll4, esto es aumento 
exagerado de vasculatura que paradójicamente no sería funcional. Así pues 
alteraciones a nivel funcional, llevarían a un deficiente ensamblaje de los vasos 
sanguíneos con pérdida de perfusión. Dada la estrecha regulación entre 
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funcionalidad vascular y orgánica predijimos que el deterioro de la función vascular 
llevaría a un deterioro de la función lútea con resultado final de luteolisis  
A fin de determinar si nuestra hipótesis era correcta. Lo primero que 
hicimos fue localizar el proceso angiogénico del CL e identificar en éste las 
características del fenotipo tip/stalk en la formación del mismo. Detectamos un 
patrón de crecimiento de los vasos sanguíneos centrípeto, desde las capas 
externas del CL (teca) hacia el centro del mismo. En concordancia con la hipótesis 
tip/stalk (Lobov, 2007), pudimos detectar CE expresando Dll4 y con filopodios, 
restringidas prácticamente a la parte terminal de los vasos luteales en crecimiento, 
es decir, las células “tip”. Los filopodios son prolongaciones citoplasmáticas 
alargadas y delgadas que se extienden desde el extremo de células en migración. 
Poseen receptores para factores de crecimiento como el VEGF, por lo que su 
función es guiar el crecimiento del vaso sanguíneo. Además, esta expresión de 
Dll4 cuasi restringida en la “punta de lanza” de los vasos se mantuvo siempre 
ligada al avance del frente vascular durante todo el desarrollo del CL. Así pues se 
observó como evolucionaba de las zonas periféricas a las más centrales conforme 
el proceso invasivo de los vasos avanzaba. Otra observación relevante fue que la 
señal de Dll4 desapareció casi por completo en los CL completamente formados. 
Este hecho es muy curioso e interesante y sugiere que la regulación por tip/stalk 
es necesaria solamente mientras el vaso está en crecimiento, pero no más allá. De 
este modo, especulamos que una vez concluido el proceso de 
invasión/angiogénesis, la funcionalidad del fenotipo tip/stalk en la regulación de la 
angiogénesis desaparece al no ser necesaria. 
La administración del Dll4 BAb produjo una alteración dramática en el 
patrón de expresión de Dll4, el cual cambió de estar prácticamente restringido al 
frente de avance de los vasos sanguíneos en crecimiento a estar co-expresado de 
forma promiscua en todas las células-positivas para PECAM (es decir, las CE), 
seguido por un importante aumento de la densidad vascular luteal de unas 2-3 
veces. Estos resultados son compatibles con la regulación jerárquica tip/stalk de 
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los neovasos en crecimiento durante la angiogénesis luteal y recapitula los 
hallazgos realizados en retina comentados anteriormente (Lobov, 2007): en los 
que la pérdida del fenotipo tip/stalk, llevaría a una producción excesiva de vasos 
sanguíneos y a una proliferación de CE mucho mayor de lo normal debido a la 
desregulación del bucle de retroalimentación negativa de la señalización 
Dll4/Notch-1. 
Por otro lado, nosotros no observamos ningún cambio en el número, 
tamaño o forma de los CL, ni encontramos ninguna alteración en la vasculatura de 
la teca, ni en los procesos relativos a la ovulación en animales tratados con el Dll4 
BAb. Estos datos sugieren que el sistema Dll4/Notch-1 no regula a la angiogénesis 
folicular, como ya adelantaba el grupo de Zimmermann (Jovanovic, 2013) en un 
estudio reciente. Así pues parece que, al contrario de lo que ocurre en el CL, la 
angiogénesis folicular no parece estar controlada por la inducción del fenotipo 
tip/stalk. De hecho, ni siquiera parece que la angiogéneis folicular se regule por un 
fenómeno de brote o “sprouting” sino más bien de elongación como la que se 
observa en los vasos de la teca durante el desarrollo folicular (Jovanovic, 2013). 
Hasta la fecha no hay ninguna evidencia de que el sistema Dll4/Notch-1 juegue 
ningún tipo de papel en este tipo de angiogénesis por elongación, así que hasta 
cierto punto no es nada sorprendente que el fenotipo tip/stalk no regule pues en 
suma la angiogéneis folicular.  
Como se ha comentado anteriormente, basándonos en hallazgos 
realizados en retina (Lobov, 2007) y modelos tumorales murinos (Ridgway, 2006; 
Dufraine, 2008), predijimos una neoformación aumentada de vasos sanguíneos 
luteales no funcionales en los ovarios de nuestros animales tratados, como 
consecuencia de la inhibición de la señalización de Dll4. Bajo esta premisa, 
procedimos pues a comparar la funcionalidad de los vasos sanguíneos en 
animales control respecto a animales tratados con Dll4 BAb. En principio, no 
observamos diferencias significativas en la perfusión de los vasos sanguíneos 
periféricos en ambos grupos de animales. Por el contrario, sí observamos una 
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ausencia casi total de perfusión en los vasos del centro del CL en animales 
tratados con Dll4 BAb. Para nosotros estos resultado podrían explicarse 
lógicamente atendiendo a un proceso de errores acumulativos que se hace 
evidente solo en los estadios finales del proceso invasivo. De igual modo a como 
ocurre con las construcciones que crecen con desviaciones originales los errores 
se van haciendo más evidentes con pérdida de funcionalidad a medida que el 
edificio va creciendo. De igual modo el bloqueo de Dll4 provoca alteraciones en los 
vasos sanguíneos en crecimiento que si bien de inicio no parecen afectar a la 
funcionalidad se van acrecentando y acumulando conforme se desarrolla el vaso, 
hasta el punto de que afecta su funcionalidad en estadios más avanzados. Puesto 
que la angiogénesis en el CL ocurre desde la periferia (teca) a la parte central 
(Reynolds, 2002), atendiendo a nuestro razonamiento los vasos sanguíneos más 
cercanos a ésta no habrían acumulado tantas alteraciones como para perder 
totalmente su funcionalidad y todavía conservarían lúmenes que aunque tortuosos 
todavía serían funcionales. Evidencia de este hecho es que todavía detectamos 
perfusión en los vasos más cercanso a la teca. Por el contrario, los vasos del 
centro del CL ostentan tantas alteraciones estructurales acumulativas que unidas 
con el aumento de la tortuosidad y el crecimiento caótico inducido por el Dll4 BAb 
resultarían en la pérdida de su funcionalidad evidenciada por la ausencia total de 
perfusión observada. 
Dada la relación que hay entre el desarrollo vascular y la función lútea, 
(Zimmermann, 2001; Fraser, 2012), a continuación estudiamos si los efectos de la  
inhibición de Dll4 sobre la vasculatura podrían dar como resultado la pérdida de la 
función lútea. Para ello, evaluamos la presencia de luteolisis, tanto estructural 
como funcional. Observamos un descenso de los niveles de P de hasta 
aproximadamente la mitad de los valores normales en los animales tratados con el 
Dll4 BAb. Este descenso sugiere que probablemente la función lútea había sido 
afectada debido a las alteraciones en la estructura vascular luteal. Sin embargo, 
los niveles de P no disminuyeron de una manera drástica. Este hecho significa que 
parte de la función lútea se mantuvo, aunque a niveles menores de los normales. 
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La explicación más plausible es que la función lútea se conservó debido a que las 
alteraciones en la funcionalidad vascular no limitaron la llegada de oxígeno y 
nutrientes al CL por difusión pasiva y contacto célula a célula. También pensamos 
que sería posible que la función lútea se mantuviera por la producción de P de las 
células de la granulosa luteales presentes en las áreas de la periferia del CL. 
Estas células sí que están correctamente irrigadas, a pesar de la muerte/apoptosis 
de las células de la granulosa luteales presentes en la parte central del CL, zona 
deficientemente irrigada. Sin embargo, esta última posibilidad es menos plausible 
dado que la tendencia al incremento de la apoptosis en la parte central del CL de 
las ratonas experimentales respecto de las controles no fue estadísticamente 
significativa (datos no mostrados).  
Todos estos datos concuerdan en su mayoría con un trabajo reciente de 
Fraser y cols. (2012), el cual muestra que la administración de Dll4 BAb en monos 
tití indujo defectos estructurales en la vasculatura luteal y un aumento de la 
angiogénesis, hecho compatible con la desregulación del fenotipo tip/stalk. Sin 
embargo, y de algún modo diferente a nuestros hallazgos, este grupo observó un 
descenso más dramático en los niveles de P. Este hecho sugiere que la 
funcionalidad del CL había sido totalmente perdida debido a los defectos de la 
vasculatura. Estas diferencias en la intensidad del efecto luteolítico obtenido en 
ambos trabajos pueden ser debidas a las diferencias en los modelos animales 
utilizados. También pueden ser debidas a la presencia de mecanismos 
compensatorios exclusivos de ratones, los cuales serían capaces de rescatar la 
función del CL de los devastadores efectos que la desregulación del Dll4 BAb 
provoca en los monos tití.  
Si bien nuestros resultados sugieren que la angiogénesis luteal iniciada 
por VEGF/VEGFR2 debe ser modulada por la vía Dll4/Notch-1, mediante la 
inducción del fenotipo tip/stalk, queda sin resolver por que la pérdida de la 
funcionalidad vascular no se asoció con una mayor afectación del CL. Esperamos 
poder evaluar esta paradoja con mucha mayor atención y profundidad en el futuro. 
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Una vez ensayamos el papel potencial del sistema Dll4/Notch-1 en CL, 
quisimos determinar el papel del mismo en la formación de la decidua. Antes de 
ello debíamos sin embargo salvar dos obstáculos en cuanto a acciones indirectas 
del Dll4 BAb que pudieran interferir en nuestro análisis. En ese sentido el CL y 
más en concreto la P secretada por éste es necesaria para el mantenimiento de la 
decidua. Dado que habíamos observado que los niveles séricos de P podían verse 
afectados por la administración del Dll4 BAb, hicimos uso de ratonas PROP. Se 
trata de ratonas con suplementación exógena de P, en las cuales los niveles de 
esta hormona se mantienen estables. Estas ratonas pues permitían estudiar el 
efecto del Dll4 BAb sobre la decidua de un modo directo, independientemente de 
que la función lútea se viera comprometida pues la estábamos circunvalando.  
Por otra parte, la inhibición de Dll4 en el embrión puede ser letal (Duarte, 
2004), por lo que antes de llevar a cabo ningún estudio morfológico/funcional 
realizamos un estudio preliminar. El objeto de dicho estudio era determinar bajo 
que pautas de administración el Dll4 BAb no era susceptible de afectar el 
desarrollo embrionario ya fuera por incapacidad del anticuerpo para llegar al 
embrión o por ausencia de expresión/función de Dll4 en el embrión durante su 
desarrollo. Observamos que, si el anticuerpo era administrado en E 4.5 no 
conseguía penetrar en el embrión. Este hecho pudo ser debido  por un lado a que 
el Dll4 BAb no pudo atravesar la barrera entre el embrión y la decidua, o por otro 
lado, que este ya no era activo cuando el embrión empieza a expresar Dll4, ya que 
la vida media del Dll4 BAb es de unas 48-72 hs. Sin embargo, si el anticuerpo era 
administrado en el periodo post-implantacional, específicamente en E 8.5 si que 
detectábamos su presencia en el embrión 24 hs después (en E 9.5). Esto significa 
que en ese estadío del desarrollo el Dll4 BAb es capaz de llegar al embrión. 
Teniendo en cuenta estos resultados y que nuestro objetivo era estudiar el efecto 
del Dll4 BAb sobre la angiogénesis decidual y no sobre el embrión, concluimos 
que no debíamos administrar el anticuerpo más allá del E 4.5. De este modo 
aseguramos la restricción del efecto del Dll4 BAB a la angiogénesis decidual.  
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Como ya hemos mencionado anteriormente, la presencia de Dll4 en el 
frente de avance de los vasos sanguíneos en crecimiento es una de las 
características del fenotipo tip/stalk. Sin embargo, en la decidua, a diferencia de lo 
que ocurre en retina (Ridgway, 2006) y en CL (Garcia-Pascual, 2013), la 
direccionalidad del crecimiento de los nuevos vasos sanguíneos es prácticamente 
imposible de predecir y es poco conocida. En ese sentido debemos tener en 
cuenta que la decidua no es una estructura vacía que sufre un proceso de 
“rellenado” por invasión, sino que es una estructura previamente ya formada, la 
cual sufre un proceso de remodelación vascular complejo y multidireccional muy 
activo. Debido a esto fue muy difícil localizar los extremos (“tips”) de los mismos, y 
por ello muy arduo evaluar si existía un patrón de expresión de Dll4 polarizado en 
la parte terminal de los vasos deciduales en crecimiento. Con todas estas 
dificultades, nosotros creemos haber podido detectar algo semejante a un patrón 
polarizado de expresión de Dll4 en los vasos sanguíneos deciduales en E 6.5 que 
sería compatible con el fenotipo tip/stalk. Resulta fascinante que cuando Dll4 fue 
bloqueado, el patrón de expresión de Dll4 en estas pseudo-estructuras tip/stalk 
cambió de estar prácticamente restringido a una pequeña parte de los vasos 
sanguíneos deciduales a estar expresado de manera promiscua en prácticamente 
todas las células endoteliales. Estas observaciones son compatibles con lo 
publicado por otros grupos cuando el fenotipo tip/stalk es inhibido en otros órganos 
(Ridgway, 2006;). Además, tal y como observamos en el CL (García-Pascual, 
2013), la expresión promiscua de Dll4 llevó a un incremento en la expresión de 
Dll4. La sobrexpresión de Dll4 alcanzó su máximo en E 6.5, coincidiendo con el 
momento en el que la vascularización también alcanzó el suyo.  
A continuación evaluamos la densidad vascular. En condiciones 
fisiológicas (animales control) el análisis de PECAM mostró un incremento en E 
6.5 comparado con E 5.5; además de una disminución en E 9.5. Curiosamente, en 
los animales tratado con Dll4 BAb observamos el mismo patrón de fluctuación en 
la densidad vascular, pero de un modo mucho más abrupto. Esto sugiere que en 
los animales tratados con Dll4 BAb se mantiene el patrón de aumento y descenso 
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de la densidad vascular que ocurre en condiciones fisiológicas, pero de un modo 
mucho más pronunciado. Sin embargo, en E 5.5 no observamos diferencias en la 
vascularización entre animales control y tratados. Para ahondar en las posibles 
causas de las observaciones realizadas, a continuación estudiamos la 
proliferación celular y la apoptosis. La hiperproliferación de las CE, la cual lleva al 
aumento de la vascularización, es otra de las características morfológicas que 
resultan de la inhibición de la señalización del Dll4 durante la angiogénesis 
(Ridgway, 2006). En animales PROP (Douglas, 2009), la mayor parte 
(aproximadamente el 78%) de las células proliferando en E 6.5 son CE, mientras 
que en E 5.5 sólo el 20% de las células proliferantes corresponden a CE. 
Especulamos que, nuestra incapacidad en observar diferencias, tanto en 
proliferación celular como en vascularización, en E 5.5 entre los animales control y 
tratados, es simplemente un reflejo de que el desarrollo decidual no implica un 
aumento drástico en la vascularización hasta E 6.5. Esto explicaría por que 
algunos de los defectos vasculares resultantes de la inhibición del fenotipo tip/stalk 
fueron evidentes en etapas tempranas del desarrollo (por ejemplo sobreexpresión 
de Dll4 en E 5.5), mientras que otros (vascularización aumentada, 
hiperproliferación e interrupción del embarazo) fueron sólo apreciables en etapas 
más tardías del desarrollo. Del mismo modo decidimos evaluar si el descenso en 
la vascularización observado en la decidua en E 9.5 se correspondía con un 
aumento de la muerte celular programada. En animales control el grado de 
apoptosis no cambió de manera significativa durante todo el proceso de 
decidualizacion. Sin embargo, la apoptosis experimentó un enorme incremento en 
animales tratados con Dll4 BAb desde E 5.5 hasta E 6.5, seguido por un agudo 
descenso en E 9.5. El agudo descenso en E 9.5 iba asociado a tejidos deciduales 
necróticos. Seguramente estas observaciones tienen similitud con lo que 
observamos en CL, en donde los defectos en la funcionalidad de los vasos 
sanguíneos se aprecian en secuencias temporales posteriores a los de la 
intervención una vez los errores/defectos acumulativos van sumándose y 
mostrando estas deficiencias como evidentes. Era de esperar pues que una vez 
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los efectos morfológicos sobre el fenotipo tip/stalk fueran evidentes, empezarían a 
mostrarse los efectos sobre la funcionalidad vascular y finalmente sobre la propia 
función de la decidua y por ende del embarazo.  
A nivel funcional, observamos que, una única inyección del Dll4 BAb 
durante el periodo peri-implantacional (E 4.5) interrumpía el desarrollo embrionario 
a partir de E 9.5. Atendiendo a nuestro resultados y basándonos en la bibliografía 
(Kim, 2013; Douglas, 2009), consideramos que, la explicación más plausible y 
lógica es que una vasculatura aumentada, pero paradójicamente no funcional, 
sería la principal causa de la pérdida del embarazo. Cabe por supuesto la 
posibilidad de otras explicaciones alternativas a estos hechos, aunque ya 
adelantamos que a todas luces parecen menos plausibles. En ese sentido por 
ejemplo los eventos observados durante la implantación pudieron no ser 
específicos de la decidua, sino secundarios a la disrupción general de la 
homeostasis en diferentes órganos como consecuencia de la administración del 
Dll4 BAb. En este sentido quizás patologías hepáticas o formación de neoplasmas 
vasculares (Yan, 2010) pudieron haber sido responsables de los fenómenos 
observados. Como la afectación global de la homeostasis de los diferentes 
órganos sólo ha sido observada tras una administración continuada del Dll4 BAb y 
nosotros administramos una única dosis del mismo, es muy poco probable que 
pudiera esta ser la causa de nuestros hallazgos, ya que una administración 
puntual del Dll4 BAb es bien tolerada (Ridgway, 2006; Jovanovic, 2013). Otra 
posibilidad es que el Dll4 BAb administrado en E 4.5 hubiera sido captado por las 
células del trofoblasto, y siguiera actuando en estas células en E 8.5-9.5. De ser 
así se afectaría el desarrollo de la placenta, siendo este hecho en parte 
responsable de la letalidad embrionaria observada en E 9.5-E 13.5. Sin embargo, 
esta explicación es también poco probable ya que la señal observada del Dll4 BAb 
en las células gigantes y en las zonas placentarias que observamos en E 8.5 en 
los experimentos preliminares es a todas luces inespecífica (datos suplementarios, 
no mostrados). Este hallazgo estaría en concordancia con el hecho de que el Dll4 
BAb pierde su actividad en 48-72hs y que por lo tanto no puede ser detectado.  
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Considerando los resultados expuestos del CL y de la hipótesis tip/stalk, 
especulamos que el paradójico aumento de la apoptosis decidual que observamos 
durante los estadios del desarrollo embrionario de máxima proliferación y 
vascularización en animales tratados con Dll4 BAb (E 6.5) pueden ser debidos a la 
existencia de áreas deficientemente irrigadas y por lo tanto deficientemente 
nutridas debido a la defectuosa funcionalidad de los vasos sanguíneos de nueva 
formación. De hecho, una inadecuada perfusión uterina ha sido propuesta por 
otros investigadores como causa de infertilidad (Goswamy, 1988; Habara, 2002). 
Por otro lado observamos una aparente paradójica reversión del incremento de la 
vascularización, apoptosis e hiperproliferación en E.9.5. Podría pensarse que la 
reversión en estos parámetros podría implicar una restauración del fenotipo 
tip/stalk y por ende de una “vuelta a la normalidad”. Sin embargo, creemos que 
esto no implica ni mucho menos que el fenotipo tip/stalk en animales tratados con 
Dll4 BAb haya sido restaurado tras cesar la actividad biológica del anticuerpo. Más 
al contrario pensamos que el escenario en E.9.5 es un reflejo de un estadio pre-
necrótico causado por la interrupción de la formación de la decidua. De hecho, 
esta interrupción se traduce en un útero con apariencia necrótica y hemorrágica en 
animales tratados con Dll4 BAb (E 11.5) y una reabsorción embrionaria en 
estadios más tardíos.  
Basado en el análisis de las observaciones expuestas pensamos que la 
administración de Dll4 BAb en E 4.5 desencadenó la siguiente secuencia de 
eventos: la presencia del anticuerpo provocó una sobreexpresión de Dll4 en la 
vasculatura, comenzando en E 5.5, con pérdida del fenotipo tip/stalk y un 
incremento de la proliferación celular en E 6.5: dando lugar, con toda seguridad, a 
una angiogénesis no productiva (defectiva) con un pico en la densidad vascular en 
E 6.5. Debido al descenso en el flujo sanguíneo en los vasos deciduales, las 
células comenzaron a morir, por lo que la apoptosis empezó a aumentar en E 6.5. 
Este hecho, ocasionó finalmente que la decidua no fuera funcional provocando un 
desarrollo embrionario anormal a partir de 9.5 (presencia de hemorragias, 
descenso en el peso medio de los sitios de implantación (embrión y útero) y 
DISCUSIÓN 
!
109 
descenso en el número de embriones. Lo más interesante es que una vez la 
señalización de Dll4 fue bloqueada durante la formación de la decidua, el posterior 
desarrollo embrionario fue irreversiblemente afectado y el embarazo 
comprometido.  
En suma y pese a que no podemos descartar completamente que el Dll4 
BAb haya interferido con el desarrollo placentario y por lo tanto afectado al 
desarrollo embrionario, los datos expuestos sugieren que una excesiva (pero a la 
vez seguramente no funcional) en vez de una reducida angiogénesis fue la causa 
más plausible de la pérdida de embarazo observada (Kim, 2013). Esto es muy 
importante ya que hay muy poca información sobre las causas de abortos 
tempranos en humanos. Nuestros datos sugieren que, es posible que una de las 
causas de este tipo de abortos pueda ser una angiogénesis excesiva, pero del tipo 
no funcional. Dicha información debería ser considerada en futuros estudios en 
humanos. Además pensamos que sería muy útil para guiar el desarrollo de nuevas 
estrategias en el tratamiento/prevención de estos abortos, que hoy en día no son 
completamente satisfactorios.   
En conclusión en esta tesis doctoral hemos demostrado que la 
angiogénesis cíclica dependiente de VEGFR2 que ocurre en los órganos 
reproductivos femeninos, CL y decidua, está modulada por la vía Dll4/Notch-1 
mediante la inducción del fenotipo tip/stalk. Hemos constatado que una deficiente 
regulación del fenotipo tip/stalk produce un importante aumento de la densidad 
vascular, aunque paradójicamente no funcional. Esto es muy importante ya que 
hasta la fecha no el exceso en la angiogénesis sino su defecto había sido 
propuesto como causa de alteraciones en la fertilidad o interrupciones de 
embarazo. Además creemos que este estudio era necesario para conocer mejor 
los fenómenos fisiológicos de la regulación de la angiogénesis y con ello poder 
predecir e interpretar las diversas patologías reproductivas existentes, que no son 
del todo entendidas. Hasta la fecha la enfermedades más importantes que se 
conocen causadas por haploinsuficiencias y mutaciones de los genes de la vía 
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Notch, son tres: SD (síndrome de Alagille, causado por alteración del gen 
JAGGED1), CADASIL (arteriopatía cerebral autosómica dominante con infartos 
subcorticales y leucoencefalopatía, del inglés “Cerebral Autosomal Dominant 
Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy”, alteración del 
gen NOTCH3) y SD (disostosis espondilocostal, del inglés “Spondylocostal 
dysostosis”, alteración del gen DLL3) (Gridley, 2003); sin embargo no se han 
descrito mutaciones parciales o inactivaciones en Dll4 o Notch que afecten 
solamente a la reproducción. Sin embargo, esto no es óbice para que una 
regulación deficiente de los genes de la vía Notch pueda estar jugando un papel 
en la angiogénesis reproductiva y por ende en patologías asociadas como pudiera 
ser entre otras la preclampsia o el SHO, ya que se van acumulando evidencias de 
que son causadas por una deficiencia en el sistema angiogénico. Asi pues 
consideramos que el conocimiento de la regulación de la angiogénesis 
reproductiva sigue siendo y puede ser muy útil en la búsqueda y desarrollo de 
nuevos y más efectivos tratamientos para este tipo de enfermedades. 
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Las conclusiones que hemos extraído de este trabajo son las siguientes: 
- La angiogénesis dependiente de VEGF/VEGFR2 que ocurre durante la 
formación del cuerpo lúteo y de la decidua está  regulada por la vía de 
señalización Dll4/Notch-1 a través de la inducción del fenotipo tip/stalk. 
- A nivel morfológico, el fenotipo tip/stalk se manifiesta por la presencia de 
filopodios y expresión polarizada de Dll4 en la parte terminal de la 
vasculatura lútea que invade el CL durante su formación, cesando con 
ésta. 
- Con la inhibición de la vía Dll4/Notch-1 la pérdida del fenotipo tip/stalk se 
refleja a nivel morfológico con la pérdida de polarización y expresión 
promiscua de Dll4, así como aumento de vascularización no funcional.  
- La pérdida de perfusión de la vasculatura del CL, como  resultado de la 
inhibición de Dll4, induce una pérdida parcial de la funcionalidad del CL, 
que posiblemente se mantiene residualmente gracias a fenómenos 
compensatorios.  
- Las características estructurales de la decidua dificultan detectar un patrón 
de polarización claro asociado al fenotipo tip/stalk, si bien, la expresión 
puntual de Dll4 que se observa sugiere la existencia del fenotipo tip/stalk. 
- Con la inhibición de Dll4, se manifiesta las características morfológicas 
identificativas de la pérdida del fenotipo tip /stalk inicial, tales como el 
aumento de la promiscuidad de Dll4 y el aumento de la vascularización.  
- A nivel funcional, el bloqueo de Dll4 cursa muy posiblemente con pérdida 
de la funcionalidad de la vasculatura decidual y por ende con la pérdida 
total de la funcionalidad decidual, manisfestada por  la interrupción del 
embarazo. 
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